カーボンナノチューブが神経細胞に及ぼす影響に関する研究 by 松本 光太郎
カーボンナノチューブが神経細胞に及ぼす影響に関
する研究
著者 松本 光太郎
学位授与大学 東洋大学
取得学位 博士
学位の分野 生命科学
報告番号 甲第288号
学位授与年月日 2011-09-25
URL http://id.nii.ac.jp/1060/00003934/
Creative Commons : 表示 - 非営利 - 改変禁止
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.ja

カーボンナノチューブが神経細胞に及ぼす影響
　　　　　　　に関する研究
松本　光太郎
目次
序論
??
第1章　　カーボンナノチューブによる神経細胞の
　　　　神経突起伸長促進　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
　第1節　緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
　第2節　実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12
　　1．2．1　NH2基で修飾したカーボンナノチューブの調製　　　12
　　1．2．2　組織培養プレートの作製　　　　　　　　　　　　13
　　1．2．3　神経細胞およびPC12h細胞培養i　　　　　　　　　13
　　1．2．4　ウェスタンブロッティング法によるERK及びAktの
　　　　　検出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16
　　　　　（1）　細胞サンプルの調製　　　　　　　　　　　　16
　　　　　（2）　SDS－PAGEによるERKまたはAktの分離及び
　　　　　　　ウェスタンブロッティングによる検出　　　　16
　　1．2．5　ERKまたはAktシグナル伝達経路の阻害　　　　　　18
　　L2．6　FITCによるCNTの蛍光標識　　　　　　　　　　　19
　　1．2．7　免疫蛍光染色法によるリン酸化ERKおよびリン酸化
　　　　　Aktの分析　　　　　　　　　　　　　　　　　　19
　第3節　実験結果
　　1．3．1　カーボンナノチューブによるDRG神経細胞の
　　　　　神経突起伸長促進　　　　　　　　　　　　　　　　21
　　1．3．2　カーボンナノチューブが神経細胞のシグナル伝達
1．3．3
1．3．4
1．3．5
経路に及ぼす影響
神経細胞のシグナル伝達経路の阻害によるカーボン
ナノチューブのERKまたはAktの活性化への影響
カーボンナノチューブによるPC12h細胞の
神経突起伸長促進
力・一一・・ボンナノチューブがPC12h細胞のERKシグナル
伝達経路に及ぼす影響
23
24
27
28
　1．3．6　PC12h細胞のシグナル伝達経路の阻害によるカーボン
　　　　ナノチューブのERKまたはAktの活性化への影響　　29
第4節　考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
第5節　結言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33
第6節　参考文献　　　　　　　　　　　　　　　　　34
第2章　　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる
　　　　神経細胞の神経突起伸長
　第1節　緒言
　第2節　実験方法
　　2．2．1NGF結合CNTの調製
　　2．2．2　神経細胞培養
　　2．2．3　NGF結合CNTからのNGFの脱離
　　2．　2．4　ウェスタンブロッティング法によるリン酸化
　　　　　ERKの検出
　　2．2．5　ELISA（enzyme－1inked　immunosorbent　assay）による
　　　　　NGF結合CNTに結合したNGFの検出
　　2．2．6　共焦点レーザー顕微鏡によるNH基修飾CNT
??????
60
60
　2．2．7
　2．2．8
第3節
　2．3．1
またはNGF結合CNTの細胞内局在の観察　　　　　62
細胞切片におけるCNTの細胞内局在の観察　　　　62
透過型電子顕微鏡を用いたCNTの細胞内局在の観察63
　　　　実験結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　65
　　　　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる
　　　　神経細胞の神経突起伸長　　　　　　　　　　　　65
　2．3．2　NGF結合カーボンナノチューブを添加した神経細胞
　　　　培養液へのNH2基修飾CNTの添加　　　　　　　　　66
　2．3．3　ELISA法によるNGF結合カーボンナノチューブの
　　　　NGF量の測定　　　　　　　　　　　　　　　　　67
　2．3．4　NGF結合カーボンナノチューブに結合した
　　　　NGFの安定性　　　　　　　　　　　　　　　　　68
　2．3．5　共焦点レーザー顕微鏡を用いたNGF結合CNTまたは
　　　　NH2基修飾CNTの細胞内局在の観察　　　　　　　　68
　2．3．6　透過型電子顕微鏡によるNGF結合CNTの細胞内
　　　　　局在の観察　　　　　　　　　　　　　　　　　6g
第4節　考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70
第5節　結言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72
第6節　参考文献　　　　　　　　　　　　　　　　73
第3章　　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる神経突起の
　　　　伸長方向制御　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86
　第1節　緒言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86
　第2節　実験方法　　　　　　　　　　　　　　　　88
　　3．2．1　カバーガラス上への金蒸着　　　　　　　　　　　88
　　3．2．2　NGF結合カーボンナノチューブの調製　　　　　　88
　　3．　2．3　金蒸着領域へのNGF結合カーボン
　　　　　　ナノチューブの結合　　　　　　　　　　　　　88
　　3．2．4　　ネ申経糸田月包t音養　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　89
　　3．2．5　免疫蛍光染色法による神経ネットワークの標識　　90
　第3節　実験結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90
　　3．3．1特定領域に配置したNGF結合カーボンナノチューブ
　　　　　　基板の観察　　　　　　　　　　　　　　　　　90
　　3．3．2　NGF結合CNTを配置した帯状領域上での神経ネット
　　　　　　ワーク形成　　　　　　　　　　　　　　　　　　91
　第4節　考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　93
　第5節　結言　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　94
　第6節　参考文献　　　　　　　　　　　　　　　　　　　94
終章　総括と今後の課題　　　　　　　　　　　　　　　　　103
本研究に関する原著論文と学会発表　　　　　　　　　　　　　107
その他の学会発表　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　109
謝辞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　112
序論
（1）カーボンナノチューブの性質と物理化学分野への応用
　カーボンナノチューブ（CNT）は1991年、　NEC基礎研究所の飯島澄男
特別主任研究員により発見された新規微小物質であり、炭素原子が共
有結合により平面状に六員環の網目構造をとったグラフェンシートを
円筒状にした構造をしている。（1）CNTには、一つの層からなる単層カ
ーボンナノチューブ（SWCNT）やそれが何重にも重なった構造をとる多
層カーボンナノチューブ（MWCNT）がある。　CNTは直径がナノメートル・
オーダーであり、長さがマイクロメートルからミリメートルオーダー
のものなどが報告されている。
　CNTは高い機械的強度を持ち、引っ張り強度は鉄の数百倍、曲げて
も元に戻る復元力も高いが、重さはアルミよりも軽いことが示されて
いる。CNTは高い熱伝導性を示し、電気的特性はらせんの形状により
導体のものと半導体のものが存在する。光学的特性については、太さ
やらせんの形状により、吸収波長が近赤外領域から可視域の範囲で変
化する。さらに、CNTは分子内包性、高い化学的安定性（2）など、他の
物質にはない独特な特徴を有している。
　CNTが独特な性質を有することから、物理化学分野において様々な
研究が進められている。例えば、近い将来微細化の限界が来るといわ
れている集積回路の配線やトランジスタへの応用（3－5）が期待されてい
る。応用する上での問題点として、現在のCNT合成方法では、均一な
性質や構造（直径や長さ）を持っCNTを合成することが困難であること
が挙げられる。また、カーボンナノチューブは疎水性が強く水溶液中
で分散しづらく、凝集体を作りやすいことから一本単位で使用するこ
1
とが難しいことなどがある。
（2）カーボンナノチューブの生命科学分野への応用
CNTを生命科学分野に適用するための研究が最近活発に行われるよう
になってきた。CNTが市販のシリコン製カンチレバーよりもアスペク
ト比（長さと直径の比）が高いという性質を有することから、原子間力
顕微鏡のカンチレバーの材料として使用されている（6一川。これらの研
究ではCNTが弾性力に優れていることから、従来のシリコン製カンチ
レバーでは傷つきやすい生物試料に対してかかるダメージを小さく抑
えることができることが示されている。また、より細く長いCNTを作
製できれば、複雑な細胞表面上をより詳しく観察することが可能にな
り、新たな生命現象の発見に繋がる可能性があることが期待される。
　CNTへの分子の吸着による電気的特性の違いを高感度で検出できる
ことが知られている。この特性を利用し、CNT表面を生体分子で修飾
し、生体分子間の相互作用を検出することで高感度のバイオセンサー
の開発を目指す研究が進められているm・12）。
CNTを医療分野に適用する研究が行われている。その中でも、CNTを
ドラッグデリバリーに適用させる研究は、新しい医療技術の発展や薬
剤開発につながる可能性があり、注目を集めている。カーボンナノチ
ューブ内部への薬剤封入の成功例はまだないので、封入体としてのCNT
の利用は難しい。一方、CNT表面にガン細胞に結合する化学物質やペ
プチドを結合させ、細胞内に取り込ませ、近赤外レーザーなどでガン
細胞を死滅させる医療材料として、CNTを利用する研究があるu3・14）。
さらに、CNT表面上に様々な機能性タンパク質を結合させ、培養基板
としてCNTを用いる研究があるc15’16）。
2
　そこで、CNT表面をNH2基で修飾して、水溶液中の分散性を上げ、神
経細胞との相互作用について検討することにした。また、CNT表面の
NH2基に架橋剤を用いて神経栄養因子をペプチド結合したCNTを作製し、
神経細胞の分化に与える影響について検討した。さらに、神経栄養因
子結合CNTを特定領域上に配置することで、神経突起伸長方向の制御
を検討した。CNT表面に結合した神経栄養因子が生物活性を維持し、
導電性などの特性を利用することで神経ネットワークを形成できるな
らば、損傷した神経細胞の修復のための新しい材料としてCNTを利用
できると考えられる。
（3）カーボンナノチューブを生命科学分野に適用する上での問題点
　生命科学分野で行われているCNTを対象とした研究において、　CNT
が細胞毒性を示す報告（17・18）がある一方で、CNTが生体適合性を示すと
いった報告があり、CNTが生体組織や細胞に及ぼす影響について矛盾
した結果が報告されている。
　CNTが生体組織や細胞に取り込まれることが見いだされて、CNTを医
療分野に適用することが検討されている。この場合にCNTを細胞や組
織に正確に運搬できるか、CNTの体内あるいは細胞内での局在部位と
排泄の関係、CNTの体内での長期蓄積による毒性の検討など多くの課
題がある（19）。
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（4）本研究の内容
　CNTが電気伝導性を有すること、構造安定性が高いなどの独特な特
徴を有することから、本研究ではCNTを生命科学分野に適用する上で、
CNTが神経細胞に対してどのような影響があるかについて検討した。
　疎水性が高いCNTを水溶液中で分散させるために、NH2基で修飾した
CNTを用いて、神経細胞培養液に添加することでどのような影響が生
じるかについて検討した。続いて、CNT表面上のNH2基に架橋剤を用い
て神経栄養因子を結合して、神経細胞の分化に与える影響について検
討した。さらに、神経栄養因子結合CNTを特定領域に配置し、その上
で神経細胞を培養することで、神経ネットワークを形成させることを
可能にすると考えられる。
　これらの研究は、CNTを神経細胞の培養基板材料としての利用、損
傷した神経細胞の修復、薬剤や生理活性物質を標的の組織や器官へ運
ぶドラッグデリバリーの担体としての応用などに展開することを可能
にする。以下、各章で述べる内容を要約する。
　第1章ではFig．1－1（a）に示すように、　NH2基修飾CNT、　SWCNT、グラ
ファイトを神経成長因子（nerve　growth　factor；NGF）とともに神経細
胞培養液に添加することで、神経細胞の神経突起伸長に対するCNTの
影響について述べる。第2章ではFig．1－2（b）に示すように、　NH，基修
飾CNTに、架橋剤を用いて神経栄養因子であるNGFや脳由来神経栄養
因子（brain－derived　neurotr・phic　factor；BDNF）を結合させて神経細
胞培養液に添加することで、神経細胞を分化させて神経突起を伸長さ
せることが可能かどうか、NGF結合CNTまたはNH，基修飾CNTを神経細
胞培養液中に添加した場合のCNTの神経細胞への取り込みと局在につ
いて述べる。第4章では、Fig．1－1（c）に示すように、帯状の金蒸着領
4
域にアルカンチオールを介して、NGF結合CNTを配置した特定領域上
で神経細胞を培養することで、神経突起の伸長方向を制御できるかど
うかについて述べる。
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第1章　カーボンナノチューブによる神経細胞の神経突起伸長促進
第1節　緒言
　カーボンナノチューブ（CNT）は炭素の六員環ネットワークが円筒構
造を形成し、直径がナノメーターオーダーの新規ナノ物質で、直径が
約1nmである単層CNT（SWCNT）や直径が10－100　nmである多層
CNT（MWCNT）がある。導電性、引っ張り強度、復元性、熱伝導性、化学
物質に対する耐久性に優れているという独特な特徴を有していること
から、物理化学分野において広く応用研究が行われてきた。また、CNT
が微小なサイズであるということ、独特な性質を有することから医療
や生命科学分野への応用が期待される。近年では、CNTが導電性を有
すること、CNTの直径がチューブリンやタンパク質などの生体分子の
サイズと類似していることから、CNTを生命科学分野に適用させるこ
とに大きな関心が持たれている。いくつかの研究ではCNTが生体分子
と相互作用する上で適合性があることが示されている（1－31。CNTと生体
分子との相互作用の知見を増やすことにより、CNTをバイオデバイス
の作製やバイオセンサーに応用できることが考えられる。
　Mattsonらは細胞内Ca2寸レベルを上げる効果のある
4－hydroxynonenalで修飾したMWCNT基板上に神経細胞を接着させ、神
経突起を伸長させることを可能にした。このように、神経細胞培養の
基板として機能化したCNTを用いることが出来ることを報告した（4）。
Huらはカルボキシル基、ポリメタアミノベンゼンスルホン酸（PABS）、
エチレンジアミン（EN）を結合することで化学的に機能化したCNTを用
い、ラット海馬神経細胞の成長円錐の増加、神経突起の長さの増加、
神経分枝の形成などの神経突起の伸長を可能にした”5’。Gabayらは石
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英基板にパターン化したCNT上にラット神経細胞を集積し、パターン
化したCNT間で神経突起を伸長させる神経細胞培養パターニング法を
報告した（6）。これらの結果はCNTが生体適合性を有し、神経細胞培養
基板として利用できることを示すものである。
　したがって、CNTを生命科学分野、とくに動物細胞の機能性向上の
ために利用するには、CNTが動物細胞に及ぼす影響を明らかにするこ
とが重要となる。CuiらはSWCNTが細胞の接着性を減少させることに
より、HEK293細胞（ヒト胎児由来腎臓細胞）の増殖を抑制することを見
出した〔7）。ZhuらはMWCNTがマウス胚性幹細胞内に蓄積し、アポトー
シスを誘導すること、またCNTを2時間暴露することで腫瘍抑制タン
パク質p53が活性化することを見出した（8）。　Mariciaらは中皮細胞に
SWCNTを暴露することで、酸化的ストレスが細胞に与えられ、腫瘍形
成に関わるPARP（poly（ADP－ribose）polumerase）、AP－1（activator
protein－1）、　NF一κB（nuclear　factorκB）、p38、　Aktなどの腫瘍形
成関連タンパク質が活性化されたことを示した（9）。これらの報告はCNT
を多量に動物細胞培養液に加えられたことによる悪影響を示している。
一方、Niらは化学修飾したSWCNTを1μg／m1の濃度で海馬ニューロ
ンの培養液中に添加した場合に神経突起の長さが増加するとともに成
長円錐の数が減少することを示したae）。この結果はCNTが神経突起の
伸長に影響を与えたことを示すものである。さらに、Veeti1とYeら
は彼らのレビュー論文の中で、CNTを細胞に適用したいくつかの研究
において、CNTの細胞毒性を示した研究がある一方、生体適合性を有
するといった研究があるように矛盾した結果があることを指摘してい
るuD。
　本章において、NH，基で修飾することにより機能化したCNTを神経細
10
胞培養液に添加することにより神経細胞の神経突起伸長への影響につ
いて検討し、CNTが神経細胞の神経突起伸長を促進する効果を有する
ことを見出した結果について報告する。
　以前の研究で神経細胞の神経突起がNH2基で修飾されたアルカンチ
オレートの自己組織化単分子膜上で伸長されたことから日2）、NH2基で
MWCNTを修飾することで機能化したCNTを作製したが、　NH2基のような
親水基で修飾されたCNTは水溶液中での分散が良いことが示されてい
る。NGFは神経細胞の生存維持、可塑性や分化に関係する可溶性タン
パク質であることから、神経細胞培養液にCNTの添加とともにNGFを
添加した。神経細胞としてニワトリ8日胚から単離した脊髄後根神経
節（dorsal　root　ganglion；DRG）神経細胞および神経細胞のモデル細胞
として一般的に用いられる株化細胞のラット副腎髄質由来褐色細胞腫
（PC12h細胞）を用いた。さらに、神経細胞の分化に関わる細胞外シグ
ナル制御キナーゼ（extracellular　signal－regulated　kinase（ERK））の
シグナル伝達経路と細胞生存に関わるAktシグナル伝達経路に対する
CNTの添加の影響について検討した。
11
第2節　実験方法
1．2．1　NH2基で修飾したカーボンナノチューブの調製
　CNTに対するNH2基の修飾を、共同研究者であるイギリスのブライト
ン大学のウィットビー博士が次のように行った。化学蒸着法により作
成した500mgのCNTにカルボキシル誘導体を作成するために、25　ml
のH，SO，（95％，）、25　mlのHNO3（70％，）、25　mlの水を混合した溶液を
用いて24時間還流した。その後、混合溶液を100m1の脱イオン水で
希釈した。固形物をフィルター（Whatman　no．1）を用いて回収し、過剰
な酸を除くために水を用いて繰り返し洗浄し、オーブンで乾燥させた。
酸化したCNTのアシルクロライド誘導体を作るために、アルゴンガス
内で、20m1のSOC12（98％）を加えて18時間還流した。過剰なSOCI2
を吸引濾過により除去し、100m1の乾燥トルエンを添加し、混合した。
固形物をフィルター濾過により分離し、オーブンで乾燥させた。その
後、アミド結合でNH，基をCNTに結合させるために、0．5mlのトリエ
チルアミンの存在下で50mgの1，4一ジアミノブタン（99％）と30　mlの
乾燥トルエンの混合物を添加し、4－5時間還流した。固形物をフィル
ター濾過により分離し、乾燥トルエンで洗浄後、オーブンで乾燥させ
た。このように、1，4－diaminobutaneで修飾したCNTをA－CNTとした。
一方、1，8－diaminooctaneを用いて同様に処理したCNTをB－CNTとし
た。cNTをNH2基で修飾したcNTの模式図をFig．1－1及びFig．1－2に示
す。熱重量分析（TGA）でA－CNT及びB－CNTに結合したNH．基量を測定し
た。
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1．2．2　組織培養プレートの作製
　神経細胞を96穴組織培養プレート（3860－096；lwaki）の底に接着さ
せ、分化させるために、ウェル底の表面をラミニンを用いてコーティ
ングする必要がある。以下の方法で培養プレートの底をラミニンコー
ティングした。
　リン酸緩衝液（PBS）（137　mM塩化ナトリウム、2．7mM塩化カリウム、
7．7mMリン酸水素ニナトリウム十二水和物、　L　2　mMリン酸二水素カ
リウム、pH7．0）に0．1mg／mlの濃度に溶解したポリーD一リジン（PDL）
（P－0899；Sigma）溶液を、各ウェルに50μ1添加し室温で5分間静置後、
PDL溶液を回収した。50μ1の滅菌水で各ウェルを3回洗浄後、室温
で2時間乾燥させた。PBS緩衝液に10μg／m1の濃度に溶解したラミ
ニン（L－2020；sigma）溶液をPDLコーティングした各ウェルに50μ1を
添加し室温で1時間静置後、ラミニン溶液を回収した。50μ1の滅菌
水で各ウェルを1回洗浄した後、室温で45分間以上乾燥させた。この
ようにして作製した培養プレートを神経細胞培養に用いた↓13－16’。
1．2．3　神経細胞およびPC12h細胞培養
　ニワトリ有精卵を37℃で8日間発生させた胚（8日胚）から採取した
DRG（脊髄後根神経節）を、氷上に置かれた2m1のLeibovitz’sL－15培
地（11415；Gibco　BRL）が入った35　mmφシャーレ（153066；Nalge　Nunc
Internationa1，　Roskilde，　Denmark）に入れた。余分な組織片を取り除
いた後、13mlのCa2＋，Mg2＋フリーのHanks緩衝液（14170；GibcoBRL：5
g／1グルコース、10mM　HEPES緩衝液（pH　7．3）を含む）を入れた15　ml
の遠心チューブにDRGを投入した。1，000　rpmで5分間の遠心分離操
作を1～2回行った後、2m1の溶液を残して上清液を除去した。その
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後、沈殿物を緩やかなピペッティングで分散させ、2．5％トリプシン溶
液（15090－046；Gibco　BRL）を80μ1添加し、恒温シェーカーを用いて
37℃で30分間緩やかに振とうして組織を消化させた。その後、静置し
てDRGを沈降させた後、上清液をできるだけ取り除き、洗浄のため37℃
に温めておいた10％heat－inactivated　horse　serum（26050－070；Gibco
BRL）と500　units／ml　penicil！in，500μg／ml　streptomycin
（15140－121；Gibco　BRL）を含む2m1のF－12K　Nutrient　Mixture
（21127；Gibco　BRL）を添加し、　DRGを沈降させて再び上清液を全て除去
した。再び2mlのF－12K培地を添加し、200μ1のシリコナイズ処理
したピペットチップ（2－3007－01；アイビス）を用いて緩やかに10－15回
ピペッティングを行い、神経細胞を分散させた。分散させた細胞懸濁
液を40μm穴径のナイロンメッシュに通して組織片を除きながら10
cmφ組織培養シャーレ（430167；Corning，　NY，　USA）に入れた。さらに、
4mlのF－12K培地を15　m1の遠心チューブに入れ、細胞を残らず回収
した後、10μmφのナイロンメッシュを通して細胞培養シャーレに入
れ、3時間静置してグリア細胞等の非神経細胞をシャーレに接着させ
除去した。その後、シャーレを緩やかに揺らした後、神経細胞懸濁液
を15ml遠心チューブに回収した（13，14、。シリコン処理したエッペンド
ルフチューブ（A．150Z；アシスト）に神経細胞懸濁液50μ1と0．2％ト
リパンブルー溶液40μ1と4．25％NaCl溶液10μ1を混合した溶液
とを加え、血球計数盤で染色されていない生細胞数を計数した。計算
式を以下に示す。
生細胞数＝（4区画の生細胞数の合計÷4×10×2）×全液量（μ1）
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　DRG神経細胞をラミニンコートした96ウェル組織培養プレートに
4，000cells／we11となるように播種し、10　ng／m1のNGFを添加すると
ともに、A－CNTまたはB－CNTを0－17μg／mlの濃度でF－12k培養液に
添加した。また、CNTの神経細胞への影響を比較検討するため、　NH2基
で修飾したA－CNT及びB－CNTの他にSWCNT（サイエンスラボラトリー社
製）およびCNTの同素体であるグラファイト（40797；Alfa　Aesar）も同様
に添加した。神経細胞を37℃、5％CO2条件下で2日間培養し、細胞体
以上に神経突起を伸長した神経細胞数を計数することで、CNTの神経
突起伸長への影響を検討した。計数値を3ウェルの平均値と標準誤差
で示した。
　PC12h細胞を10％heat－inactivated　fetal　bovine　serum
（16140－063；Gibco　BRL）、500　units／ml　penicillin、500μg／ml
streptomycinを含む8m1のDMEM培地（11885－084；Gibco　BRL）を入れ
た10cmφ培養ディッシュ（25020－100；Corning，　NY，　USA）で37℃、5％CO2
条件下で培養し、コンフルエントになるまで増殖させた。2日毎に培
地換えをし、生細胞数をDRG神経細胞と同様にトリパンブルー染色法
により計数した。PC12h細胞を96ウェル組織培養プレートに2，000
cells／wellとなるように播種し、100　ng／mlのNGFを添加するととも
に、A－CNT、　B－CNT、　SWCNTまたはグラファイト溶液をO－17μg／m1の
濃度でDMEM培養液に添加し、37℃、5％CO，条件下で2日間培養した。
細胞体以上に神経突起を伸長したPC12h細胞数を計数することでCNT
の神経突起伸長に対する影響を検討した。計数値を3ウェルの平均値
と標準誤差で示した。
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1．2．4　ウェスタンブロソティング法によるERK及びAktの検出
（1）　細胞サンプルの調製
　DRG神経細胞をラミニンコートした35　mmφシャーレ（153066；Nalge
Nunc　International，　Roskilde，　Denmark）に300，000　ce！lsとなるよ
うに播種し、10ng／m1のNGFとともにA－CNTまたはB－CNTを0、0．85、
17μg／mlの濃度でF－12k培養液に添加し、37℃、5％CO2条件下で30
分間培養した。また、PC12h細胞を200，000　cellsとなるように播種
し、100ng／m1のNGFとともにA－CNTまたはB－CNTを0、0．85、17μ
g／m1の濃度でDMEM培養液に添加し、37℃、5％CO，条件下で30分間培
養した。DRG神経細胞またはPC12h細胞をセルスクレーパー（9020－250；
Iwaki，　Tokyo，　Japan）を用いて回収し、5分間、1，500　rpmで遠心分離
した。上清液を除去後、細胞を2m1のPBSで洗浄した。再び5分間、
1，500rpmで遠心分離し、上清液を除去後、400μ1のPBSに再懸濁し、
－80℃で一晩凍結保存した。凍結乾燥後、細胞を50μ1の滅菌水に溶
解し、ウェスタンブロッティング用サンプルとした。
（2）　SDS－PAGEによるERKまたはAktの分離及びウェスタンブロッテ
ィングによる検出
　各細胞サンプルを10μ1、30ngの標準ERK（MAP　kinase　p－42；
sc－4042：Santa　Cruz　Biotechnology，　Santa　Cruz，　CA，　USA）を10μ
1、またはリン酸化ERKの標準物質として、5ngのGST融合標準リン
酸化ERK（MAP　Kinase　1／Erk1，active；14－439：Upstate）を10μ1、それ
ぞれ等量の2×loading　buffer（2％SDS、2％2一メルカプトエタノール、
100mM　Tris－HCl　pH6．8、40％グリセリン、0．01％bromophenol　blue）
を加えて混合した。分子量マーカー以外を100℃で5分間煮沸した。
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煮沸後、サンプルをすぐに氷冷した。12．5％e－PAGEL（E－T520L；Atto，
Tokyo，　Japan）に10μ1の分子量マーカー（ECL　DualVue　Western
Blotting　Markers；RPN810：GE　Healthcare，　Buckinghamshire，　UK）、　標
準ERK、各細胞サンプルを充填し、20　mAの定電流条件で1時間半電気
泳動しタンパク質を分離した（17）。SDS－PAGE後のゲルを洗浄するために、
ゲルを入れたステンレスバットに転写用バッファーを満たし、37℃の
オーブンで緩やかに5分間振蓋することによりゲルの洗浄を3回行っ
た。PVDF膜（AE－6665；Atto，　Tokyo，　Japan）をゲルの大きさに切り、20
秒間メタノールに浸した後、転写用バッファー（0．1MTris、0．192Mグ
リシン、20％メタノール）で満たしたステンレスバットに入れ、オービ
タルシェーカーで58rpmの速度で120分間振塗した。プロッティング
装置（AE－6677；Atto，　Tokyo，　Japan）の電極面上に、転写バッファーに
浸した濾紙と、PVDF膜、ゲルを積層し、100　mAの定電流で1時間プロ
ッティングした。0」％のTBS－T（10　mM　Tris－HCI、100　mM塩化ナトリ
ウム、1m1　Tween　20）に3％となるようにスキムミルク（198－10605；Wako）
を溶解してblocking　bufferを調製した。ブnッティング後、　PVDF膜
をTBS－Tで2回洗浄し、　blocking　bufferを用いて37℃オーブンで1
時間、11rpmの緩やかな速度で振盤してブロッキングした。0．3％とな
るようにblocking　bufferを混合したO．1％TBS－T溶液に500倍希釈と
なるように抗ERK抗体（ERK1（K－23）；sc－94：SantaCruz　Biotechnology，
CA，　USA）及び1000倍希釈となるように抗リン酸化ERK抗体
（phospho－P44／42　MAP　kinase　（Thr202／Tyr204）　antibody；　　9010：Cell
Signaling　Technology，　Danvers，　MA，　USA）を調製した。ブロッキング
後、TBS－Tで58　rpm、5分間、3回繰り返し洗浄後、　ERKの抗体につい
ては37℃オーブン中で1時間反応させた。リン酸化ERKの抗体につい
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ては37℃で15分間振蓋後、4℃で一晩反応させ、さらに37℃で1時間
反応させた。0．3％となるようにblocking　bufferを混合した0．1％TBS－T
に二次抗体（ECL　Anti－rabbit　IgG，　Horseradish　peroxidase－Linked
Species－Specific　　Whole　　Antibody：　　NA934：￥；　　GE　　Healthcare，
Buckinghamshire，　UK）を1000倍希釈となるように、ECL　DualVue
Western　Blotting　Markers付属のS－protein－HRP　conjugateを5000
倍希釈となるように混合した溶液を調製した。一次抗体反応後、PVDF
膜をTBS－Tで58　rpm、5分間、3回洗浄後、二次抗体及びS－protein－HRP
conjugate混合溶液を用いて、37℃で1時間反応させた。　TBS－Tを用い
て58rpmで5分間、3回洗浄後、ECL　plus　WesternBlotting　Detection
System（RPN2132；GE　Healthcare，　Buckinghamshire，　UK）を用いてERK
を検出した。ECL　plus　Western　Blotting　Detection　Systemでは、検
出溶液Aと検出溶液Bを40：1の割合（検出溶液A6ml＋検出溶液B150
μ1／PVDF膜1枚）で混合した。洗浄後、混合した検出溶液をPVDF膜表
面に滴下し、室温、暗所で5分間反応させた。ECLミニカメラ（RPN2069；
GE　Healthcare，　Buckinghamshire，　UK）にセットし数秒間から1分間の
範囲でインスタントフィルム（FP－3000B；フジフィルム）を感光させ、
ERKのバンドを検出した（14）。
1．2．5　ERKまたはAktシグナル伝達経路の阻害
　神経細胞のERKおよびAktシグナル伝達経路をK252a（NGFレセプター［TrkA］阻
害剤，420298；Calbiochem，　Darmstadt，　Germany）、　UO126（mitogen－activated
protein　kinase［MAPK］／ERK　kinase［MEK］阻害剤，662005；Calbiochem，
Darmstadt，　Germany）またはAkt　inhibitor（124005；Calbiochem，
Darmstadt，　Germany）を神経細胞培養液に添加することで阻害した。神
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経細胞培養液に0．02－0．1nMのK252a、5－10μMのUO126または0．5－1
μMのAkt　inhibitorを添加し、37℃で15分間処理した。続いて、神
経細胞培養液に10ng／m1のNGFと0．85μg／mlのA－CNTを添加し、2
日間培養した。細胞体以上に神経突起を伸長した神経細胞数を計数し、
計数値を3ウェルの平均値と標準誤差で示した。
1．2．6　FITCによるCNTの蛍光標識
　NH2基修飾A－CNTをfluorescein　isothiocyanate（FITC，　K8010；
American　Qualex，　California，　USA）を用いて以下のように蛍光標識し
た。A－CNTを100μ1の炭酸塩バッファーに懸濁後、　A－CNT溶液と0．1
mg／mlのFITC溶液を超音波洗浄器を用いて30秒間混合し、2時間室温
で反応させた。このとき15分間毎に10秒間超音波処理をした。反応
溶液を分子量分画100，000の限外ろ過チューブ（UFC3BHKOO；Millipore，
Ireland）に移し、15，000　rpmで5分間遠心分離することで反応溶液を
除去した。FITC標識したA－CNTを200μ1の滅菌水に懸濁し、15，000
rpmで5分間遠心分離することで4回洗浄した。　FITC標識したCNTを
200μ1のPBSに懸濁し、使用直前に超音波処理により分散させて用
いた。
1．2．7　免疫蛍光染色法によるリン酸化ERKおよびリン酸化Aktの分析
　24ウェル組織培養プレート（353847；Becton，　Dickinson，　Franklin
Lakes，　NJ，　USA）のウェル内に入れたラミニンコートしたカバーガラス
（12－545－82；Fisher　Scientific，　Pittsburgh，　PA，　USA）上またはラミ
ニンコートした96ウェル組織培養プレート（353948；Becton
Dickinson，　Franklin　Lakes，　NJ，　USA）にDRG神経細胞を播種し、10
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ng／m1のNGFとともにFITC標識したA－CNTを添加し、37℃、5％CO2条
件下で培養した。細胞をPBSで3回洗浄後、4％パラホルムアルデヒド
を用いて、室温で15分間固定した。PBSで3回洗浄後、細胞を99．8％
の氷冷したメタノールを用いて一80℃で10分間処理した。PBSで3回
洗浄後、カバーガラスまたはウェルを5％bovine　serum　albumin（BSA）
を含有した0．5％Triton　X－100溶液でブロッキングした。細胞を抗β
mチューブリン抗体（MAB1195；R＆DSystems，　Minneapolis，　MN，　USA）、
抗p－ERK抗体または抗p－Akt抗体（9217；Cell　Signaling　Technology，
Danvers，　MA，　USA）を用いて4℃で一晩標識した。　PBSで3回洗浄後、
細胞をAlexa－Fluor－546標識2次抗体（A－11003；Molecular　Probes，
Eugene，　OR，　USA）またはPE－Cy5結合2次抗体（sc－3844；Santa　Cruz
Biotechnology，　CA，　USA）を用いて室温で1時間、蛍光標識した。　PBS
で3回洗浄後、細胞をHoechst　33258（17528；ABD　Bioquest，　Sunnyvale，
CA，　USA）を用いて30分間、室温で核染色し、　PBSで2回洗浄後、共焦
点レーザー顕微鏡（LSM　5　PASCAL；Carl　Zeiss，　Oberkochen，　Germany）
とIN　Cell　Analyzer　1000（1278377；GE　Healthcare）を用いて細胞の
蛍光強度を測定した。
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第3節　実験結果
1．3．1　カーボンナノチューブによるDRG神経細胞の神経突起伸長促
進
　1，4－diaminobutaneで修飾されたA－CNT、1，　8－diaminooctaneで修飾
されたB－CNTのNH2基の密度を調べるためにTGAを行った。A－CNTでは
200℃から500℃の間で9．37％の質量が減少したことから、0．815mol／g
のNH2基が結合していると考えられる。また、　B－CNTでは10．95％の質
量が減少したことから、NH2基は0。64　mo1／g結合していると推測でき
た。
　さらに、A－CNT、　B－CNT、　SWCNTおよびグラファイトの純度及び形状
を調べるために、sEMとTEMにより観察した顕微鏡写真をFig．1－3～
Fig．1－7に示す。　Fig．1－3、　Fig．1－4、　Fig．1－5に示すようにA－cNTおよ
びB－CNTの直径は約25　nmであった。また、不純物は観察されなかっ
た。swcNTとグラファイトのsEMの顕微鏡写真をFig．1－6とFig．1－7
に示す。サイエンスラボラトリー社により購入したSWCNTには不純物
が観察され、純度は低いことが明らかとなった。また、グラファイト
は純度が高く（99．99％）、幅が1－2μmのシート状の構造であった。
　ニワトリ8日胚から分離したDRG神経細胞に対してNH。基修飾CNT、
SWCNT、グラファイトがNGFによる神経線維伸長に及ぼす影響について
検討した。神経細胞培養液に10ng／mlのNGFとともにCNTまたはグラ
ファイトを添加し、37℃、5％CO2条件下で2日間培養後、細胞体以上に
神経突起を伸長した神経細胞数を計数した結果をFig．1－8及び
Fig．1－9に示す。これまでの研究でCNTおよびグラファイトを神経細
胞培養液に加えても、NGFを添加しない場合には神経細胞は神経突起
を伸長しないことがわかっている。しかしながら、NGFを添加すると
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CNTの低濃度範囲において神経突起を伸長した細胞数が添加しない場
合よりも多くなり、CNT濃度が0．85μg／mlの場合に神経突起を伸長
した細胞数が最も多かった。このとき、CNTを添加しないコントロー
ルに対して、t検定を行ったところ、0．85μg／mlのA－CNTを添加した
場合でP＜0．005、B－CNTを添加した場合P＜0．05で統計的に有意差が
あることが示された。しかしながら、CNT濃度を3．4－17μg／m！の濃
度に増加させた場合、神経突起を伸長した神経細胞数は減少した。こ
の結果から、CNTがDRG神経細胞を刺激することで神経突起伸長を促
進する効果を有することが明らかとなった。cuiらはo．78125－200μ
g／m1のSWCNTを用いてHEK293細胞の細胞増殖が抑制されることを示
したが〔7）、我々はcuiらが用いたcNT濃度よりも低濃度（o．11－1．7μ
g／m1）のCNTが神経細胞の神経突起伸長を促進する効果を有すること
を明らかにした。また、SWCNTを添加した場合においてもA－CNTおよ
びB－CNTを添加した場合と同様に、低濃度範囲において神経細胞の神
経突起伸長促進効果が得られた。一方、CNTの同素体であるグラファ
イト溶液を添加した場合では、濃度に関係なく神経突起を伸長した細
胞数はほぼ一定であった。これより、グラファイトには神経細胞の神
経突起伸長に対し効果がないと考えられる。0．85及び17μg／m1の
A－CNTを添加した場合に神経突起を伸長した神経細胞を光学顕微鏡を
用いて観察した結果をFig．1－10に示す。神経突起の伸長が促進された
CNT濃度0．85μg／m1の場合では神経突起を伸長した細胞体の周囲に
CNTの小さな凝集体が観察された（凝集体を矢印で示した）。一方、神
経突起の伸長が抑制されたCNT濃度17μg／m1の場合ではCNTの大き
な凝集体が観察された。この大きな凝集体により、神経突起の伸長が
抑制されたと考えられる。
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1．3．2　カーボンナノチューブが神経細胞のシグナル伝達経路に及ぼ
す影響
　細胞内シグナル伝達経路の略図をFig．1－11に示す。主に神経細胞の
分化や増殖に関わるMAPキナーゼであるERKは、哺乳動物において
ERK1（分子量；44kDa）とERK2（分子量；42kDa）の二つのERKが発現して
いることが知られている。本研究で用いたニワトリ8日胚から分離し
たDRG神経細胞には分子量が43kDaの単一のERKが存在している（18’。
MAPキナーゼ経路ではNGFがNGFレセプター（TrkA）に結合することで
開始されるリン酸化カスケードにより活性化され、神経細胞の分化を
制御している。一方、主に細胞の生存、増殖、分化に関わるAktシグ
ナル経路ではNGFがレセプターに結合すると、PI3－Kの作用によりホ
スファチジルイノシトール三リン酸が生成され、それがAktに結合し、
PDK1によりリン酸化を受けることで活性化し、細胞の生存を制御する。
L3．1項で述べたように、低濃度のCNTを添加した場合に神経細胞の
神経突起の伸長が促進された。そこで、神経細胞の分化に関わるMAP
シグナル伝達経路にあるERKと細胞生存に関わるシグナル伝達経路に
あるAktの活性化にCNTが関係しているかどうかについて検討した。
　神経細胞の全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合について、ウェ
スタンブロッティング法により検討した。Fig．1－12に示すように
A－CNTまたはB－CNTを0．85μg／m1または17μg／m1の濃度で神経細
胞培養液に添加した場合の全ERK量およびリン酸化ERK量を検出し、
全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合を算出した。神経突起伸長が
促進された0．85μg／mlの濃度でCNTを神経細胞培養液に添加した場
合、全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合はコントロール（CNT無添
加）に比較してリン酸化ERK量の割合が高くなった。一方、神経突起の
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伸長が抑制されたCNT濃度17μg／m1の場合では、全ERK量に対する
リン酸化ERK量の割合がコントロールよりも低くなった。このように、
低濃度のCNTの添加により、ERKのリン酸化の割合が高くなり、神経
突起の伸長が促進されたと考えられる。一方、Fig．1－13に示すように、
A－CNTまたはB－CNTを0．85μg／m1または17μg／mlの濃度で神経細
胞培養液に添加した場合の全Akt量とリン酸化Akt量を検出し、全Akt
量に対するリン酸化Akt量の割合を算出したところ、　CNT濃度に関係
なく全Akt量に対するリン酸化Akt量はほぼ一定であった。
　これらの結果から、CNTは神経細胞の分化に関わるERKシグナル伝
達経路のERKのリン酸化を促進し、神経突起伸長促進効果を有すると
考えられる。
1．3．3　神経細胞のシグナル伝達経路の阻害によるカーボンナノチュ
ーブのERKまたはAktの活性化への影響
NGFによるERKの活性化が神経細胞の分化を誘導すること、ERK阻害
剤によるERKシグナル伝達経路の阻害が、　NGFによる神経細胞の分化
を抑制することから、ERKシグナル伝達経路がNGFの誘導する神経分
化に重要な役割をしていると考えられている（19）。また、ホスファチジ
ルイノシトール3一キナーゼ（PI3－K）／Aktシグナル経路は主に細胞生存
に関わり、その他アポトーシス、細胞増殖、分化、カルシウムシグナ
ル伝達、インスリンシグナル伝達と関係しているc2°）。ここでは、低濃
度のCNTがERKシグナル伝達経路とPI3－K／Aktシグナル伝達経路のい
ずれの経路を活性化しているかどうかを調べるため、各シグナル伝達
経路の阻害剤であるK252a（TrkA阻害i剤）、UO126（MEK阻害剤）およびAkt
inhibitorを用いて検討した。　Fig．1－14に示すように、　K252aはNGF
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レセプター（TrkA）の細胞内チロシンキナーゼ部位を阻害する（2D。
UO126はMAPキナーゼキナーゼであるMEKに結合して触媒活性を阻害
することによりERKシグナル伝達経路を阻害する（21’22）。一方、　Akt
inhibitorはAktのホスファチジルイノシトール3リン酸への結合部
位（PHドメイン）に結合しAktを阻害する（21〕。阻害剤処理した神経細胞
においてCNTの神経細胞の神経突起伸長に対する影響を検討した結果
をFig．1－15に示す。DRG神経細胞を5μMのuo126で処理した場合に、
0．02nMのTrkA阻害剤（K252a）で処理した神経細胞と同様に、神経突
起を伸長した神経細胞数がCNTの添加により、CNTを添加しない場合
に比べて約2倍に増加した。しかしながら、神経細胞を0．5μMのAkt
inhibitorで処理した場合、神経突起を伸長した神経細胞数はCNTの
添加でわずかに増加しただけであった。これらの結果は、CNTがERK
のリン酸化を促進することを示すものである。
　UO126及びAkt　inhibitorで処理した神経細胞にCNTを添加した場
合のERKのリン酸化についてウェスタンブロッティング法を用いて検
討した。Fig．1－16に示すように、いずれの阻害剤で処理した場合にお
いてもCNTを添加した場合にERKのリン酸化が促進されていることが
明らかとなった。
　CNTが神経細胞のERKまたはAktのリン酸化に及ぼす影響について、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した。Fig．1－17に示すように、リ
ン酸化ERKの蛍光をUO126で神経細胞を処理した場合と未処理の場合
で観察した。UO126で処理しない神経細胞においてはFig．1－17（a）で示
すようにリン酸化ERKの蛍光が観察された。しかしながら、神経細胞
をuo126を用いて処理した場合ではFig．1－17（b）に示すように、神経
線維が伸長している神経細胞において、リン酸化ERKの蛍光強度は小
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さかった。Fig．1－17（c）に示すように、0．85μg／mlのCNTを添加した
場合の神経細胞においてリン酸化ERKの蛍光が観察された。さらに、
Fig．1－17（d）に示すように、uo126で処理した細胞にcNTを添加した場
合、リン酸化ERKの蛍光が観察された。
　また、Fig．1－18に示すように、リン酸化Aktの蛍光をAkt　inhibitor
で神経細胞を処理した場合と未処理の場合で観察した。Akt　inhibitor
で処理しない細胞では、Fig．1－18（a）に示すようにリン酸化Aktの蛍光
が観察された。一方、神経細胞をAkt　inhibitorを用いて処理した場
合ではFig．1－18（b）に示すようにリン酸化Aktの蛍光が観察されなか
った。Fig．1－18（c）に示すように、0．85μg／mlのCNTを添加した場合
の神経細胞ではリン酸化Aktが観察された。さらに、Fig．1－18（d）では
Akt　inhlbitorで処理した神経細胞にCNTを添加して観察した場合を
示すが、リン酸化Aktの蛍光は観察されなかった。また、同様な結果
をPC12h細胞でも観察した。
　抗β皿チューブリン抗体と抗p－ERK抗体を用いて標識した神経細胞
とリン酸化ERKの1ウェル内全ての神経細胞における蛍光強度をIN
CellAnalyzer　1000を用いて検出した。96ウェル組織培養プレートに
神経細胞を播種して培養した30分後と培養2日後の細胞の蛍光強度を
定量した結果をFig．1－19に示す。　Fig．1－19（a）に示すように、培養30
分後の抗β皿チューブリン抗体で標識された神経細胞の蛍光強度は
UO126やAkt　inhibitorで処理した場合とほぼ同等であった。しかし
ながら、抗β皿チューブリン抗体陽性細胞において、抗p－ERK抗体を
用いて標識した細胞内リン酸化ERKの蛍光強度はFig．1－19（b）に示す
ように、0．85μg／mlのCNTを添加することにより増加した。この結
果は、リン酸化ERK量がCNTの添加により急激に増加したことを示し
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ている。培養2日後の細胞において、抗β皿チューブリン抗体および
抗p－ERK抗体で二重標識をしたところ、Fig．1－19（c）とFig．1－19（d）に
示すように、CNTを添加して培養した場合に、神経細胞及びp－ERKの
蛍光強度が増加した。一方、Akt　inhibitorで処理した神経細胞では
CNT添加による効果は小さかった。
1．3．4　カーボンナノチューブによるPC12h細胞の神経突起伸長促進
　PC12h細胞はNGFの刺激により分化が誘導され、神経突起を伸長す
る性質を持っ神経様細胞であることから、神経細胞のモデル細胞とし
て広く用いられてきた。そこで、異なった細胞種においてもCNTによ
る神経突起の伸長促進効果を有するかどうかをPC12h細胞を用いて検
討した。
　NH2基修飾CNT、　SWCNT、グラファイトをDRG神経細胞の場合と同様
の条件でPC12h細胞培養液に添加し、　NGFが誘導する分化に及ぼす影
響について検討した。PC12h細胞培養液に100　ng／m1のNGFとともに
CNTまたはグラファイトを添加し、37℃、5％CO2条件下で培養後、細胞
体以上に神経突起を伸長したPc12h細胞数を計数した結果をFig．1－20
及びFig．1－21に示す。Fig．1－20に示すようにPc12h細胞においても、
神経細胞の場合と同様にNGF存在下でCNTの低濃度範囲において神経
突起を伸長した細胞数が増加し、CNT濃度が0．85μg／m1の場合に神
経突起を伸長した細胞数が最も多かった。この際、CNTを添加しない
コントロールに対して、t検定を行ったところ、0．85μg／mlのA－CNT
またはB－CNTを添加した場合でP〈0．005で統計的に有意差があること
が示された。しかしながら、CNT濃度を3．4－17μg／mlの濃度に増加
させた場合、神経突起を伸長した神経細胞数は減少した。この結果か
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ら、CNTはPC12h細胞においても神経細胞と同様に細胞を刺激するこ
とでの神経突起の伸長を促進させる効果を有することが明らかとなっ
た。一方、グラファイト溶液を添加した場合では、添加濃度に関係な
く神経突起を伸長した細胞数はほぼ一定であり、神経細胞の場合と同
様の結果であった。また、0．85μg／mlおよび17μg／mlのA－CNTを
添加した場合の神経突起を伸長した神経細胞を光学顕微鏡で観察した
結果をFig．1－22に示す。神経突起の伸長が促進されたcNT濃度o．85μ
g／m1の場合では神経突起を伸長した細胞体の周囲にCNTの小さな凝集
塊が観察された（凝集体を矢印で示した）。一方、神経突起の伸長が抑
制されたCNT濃度17μg／m1の場合ではCNTの大きな凝集体が観察さ
れた。このように、PC12h細胞でもCNTにより神経突起伸長が促進さ
れることが明らかとなった。
1．3．5　カーボンナノチューブがPC12h細胞のERKシグナル伝達経路に
及ぼす影響
　DRG神経細胞と同様にPC12h細胞もNGFの刺激により、ERKシグナル
伝達経路が働くことが知られている。これより、PC12h細胞において
もCNTがERKシグナル伝達経路に影響を与えるかどうかについて検討
した。CNT無添加の場合をコントロールとし、　A－CNTおよびB－CNTを
0．85μg／m1および17μg／m1の濃度でPC12h細胞培養液に添加した
場合のERK量及びリン酸化ERK量をウェスタンブロッティング法によ
り検出し、全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合を算出した。
Fig．1－23に示すように、　cNTをo．85μg／mlの濃度でPcl2h細胞培養
液に添加した場合、全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合はERK1、
ERK2のいずれにおいてもコントロールに比較してリン酸化ERK量の割
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合が高くなった。一方、神経突起の伸長が抑制されたCNT濃度17μ
g／m1の場合では、全ERK量に対するリン酸化ERK量の割合はERK2に
おいてコントロールより低下した。これらの結果は神経細胞にCNTを
添加した場合と同様であり、PC12h細胞においても、低濃度のCNTの
添加により、ERKのリン酸化が促進されたことにより、神経突起の伸
長が促進されものと考えられる。
1．3．6　PC12h細胞のシグナル伝達経路の阻害によるカーボンナノチュ
ーブのERKまたはAktの活性化への影響
　1．3．3項で述べたように、5μMのUO126または0．02　nMのK252aで
処理したDRG神経細胞において神経突起を伸長した神経細胞数がCNT
を添加した場合に約2倍に増加した。さらに、UO126で処理した神経
細胞においてCNTを添加した場合にERKのリン酸化が促進されている
ことが明らかとなった。これより、CNTが神経細胞の分化に関わるERK
のリン酸化を促進し、神経突起伸長を促進する効果を有することが示
されたが、PC12h細胞でも同様にシグナル伝達経路の阻害剤である
K252a、　UO126、　Akt　inhibitorで処理した細胞におけるCNTの神経突
起伸長への影響を検討した。
　阻害剤で処理したPC12h細胞においてA－CNTの神経突起伸長におけ
る影響を検討した結果をFig．1－24に示す。Pc12h細胞を5μMのuo126
で処理した場合に、0．02nMのTrkA阻害剤（K252a）で処理したPC12h
細胞と同様に神経突起を伸長したPC12h細胞数がCNTを添加した場合
に約2倍に増加した。しかしながら、PC12h細胞を0．5μMのAkt
inhibitorで処理した場合、神経突起を伸長したPC12h細胞数はCNT
の添加でわずかに増加した。これらの結果は神経細胞を用いた実験と
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同様の結果であった。次に、UO126及びAkt　inhibitorで処理したPC12h
細胞にCNTを添加したときのERKのリン酸化に及ぼす影響をウェスタ
ンブロッティング法を用いて検討した結果をFig．1－25に示す。　Uo126
で処理した場合において、CNTを添加した場合にPC12h細胞内のERK1
及びERK2のリン酸化がどちらも促進された。
　以上の結果、PC12h細胞もDRG神経細胞と同様にCNTが神経分化に
関わるERKシグナル伝達経路のERKのリン酸化を促進し、神経突起伸
長を促進することが明らかになった。
第4節　　考察
　DRG神経細胞及びPC12h細胞の神経突起伸長に対するCNTの影響を
検討した。本研究では疎水性であるCNTを水溶液中での分散性を良く
するために親水基であるNH2基で修飾したCNTを用いた。DRG神経細胞
またはPC12h細胞にNGFと0．85μg／mlのCNTをともに添加して培養
した場合、最大の神経突起伸長細胞数が得られた。NGF存在下でCNT
は低濃度範囲において神経突起を伸長した神経細胞数を大きく増加さ
せたことから、CNTは神経突起伸長を促進する効果を有することが明
らかとなった。一方、Cuiらは0．78125－200μg／mlのSWCNTが濃度依
存的、時間依存的に細胞接着性を減少させてHEK293細胞の増殖を抑制
することを報告した（7、。JiaらはSWCNTが肺胞マクロファージのファ
ゴサイトーシス能を損なうことを報告した（23）。Caseyらは細胞に対し
て、0．4mg／m1のSWCNTを暴露した場合、培地交換した後も細胞毒性
が誘導されることを報告しだ24）。これらの報告は高濃度のCNTに細胞
が曝された場合にCNTが細胞に対し、毒性の影響を及ぼすことを示し
ている。これに対し、我々の研究ではNGFとともに低濃度のNH，基修
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飾CNTを神経細胞培養液に添加すると神経突起の伸長を促進し、神経
突起を伸長した神経細胞数を増加させる効果を有することを見出した。
この結果はCNTが神経突起伸長の促進効果を有するという初めての知
見である。Niらは化学修飾した水溶性SWCNTが1μg／mlの濃度で培
養液に添加された場合、伸長した神経突起の長さが長くなるが、細胞
体あたりの神経突起及び成長円錐の数が減少することを報告した（1°／。
Niらは培地中にNGFを添加していないので、　SWCNTによる神経突起の
長さの促進は我々の場合とは異なった現象であると考えられる。さら
に、KamとDaiはHL－60細胞の増殖と生存が機能化SWCNTの細胞内部
への移入による影響を受けないことを報告した（25）。これらの結果は
CNTが低濃度範囲で生体適合性を有することを示している。Mattsonら
は、神経細胞培養の基板としてCNTが生体適合性を有していることを
報告しており（4）、これはCNTが神経細胞の神経突起伸長に良い影響を
与えている結果であると考えられる。これらのことから、CNTは細胞
培養基板やバイオデバイスの良い材料になりうる。
　細胞内ERKシグナル伝達経路はNGFによる刺激後のシグナル伝達に
関わる。ERKのリン酸化が促進された場合の細胞数は神経突起を伸長
している神経細胞数に比例すると考えられることから、ウェスタンブ
ロッティング法により、CNT添加によるERKまたはAktのリン酸化に
対する影響を検討したところ、低濃度のCNTを添加することにより、
リン酸化ERK量の割合が増加することを示した。
　CNTがERKシグナル伝達経路のERKのリン酸化を促進し、それに伴
って神経突起の伸長が促進するかどうかを検討するために、シグナル
伝達経路の阻害剤であるK252a、　UO126、　Akt　inhibitorを用いて検討
した。DRG神経細胞及びPC12h細胞のERKシグナル伝達経路をTrkA阻
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害剤（K252a）またはERK阻害剤（UO126）で阻害した場合、　CNTを培養液
に添加することで神経突起を伸長した神経細胞数が増加したのに対し、
Aktシグナル伝達経路を阻害した場合ではCNTの添加に関わらず神経
突起を伸長した神経細胞数は増加しなかった。HiguchiらはPI3－K阻
害剤によるPI3－K／Aktシグナル伝達経路の阻害が神経分枝部位の数を
減少するにも関わらず、NGFで処理したPC12細胞では神経突起の伸長
を促進したことを報告した（26）、しかしながら、HiguchiらはPI3－K阻
害剤を用いて処理したPC12細胞の神経突起を伸長した細胞数につい
ては検討していない。我々の結果では、低濃度のCNTの添加は
PI3－K／Aktシグナル伝達経路のAktのリン酸化を促進しなかった。
　細胞内のリン酸化ERK量またはリン酸化Akt量をERK阻害剤または
Akt阻害剤で処理した細胞を用いて検討した。リン酸化ERKの蛍光は
ERK阻害剤で処理した神経細胞において、神経突起伸長がない細胞で
は観察されなかった。一方、神経突起の伸長があったいくつかの細胞
では強度が低い蛍光が観察された。さらに、ERK阻害剤で処理した神
経細胞培養液にCNTを添加してERKのリン酸化に及ぼす影響を検討し
たところ、リン酸化ERKの蛍光が観察された。一方、　Akt阻害剤で処
理した神経細胞ではCNTの添加に関わらずリン酸化Aktは観察されな
かった。これより、CNTはERKシグナル伝達経路のERKのリン酸化を
促進していることを細胞レベルで確認できた。
　さらに、神経細胞の神経突起伸長に対するCNTの影響を検討するた
めに、免疫蛍光染色法を行い、In　Cell　Analyzer　1000を用いて96ウ
ェル組織培養プレート内の神経細胞とリン酸化ERK量を測定した。神
経細胞は培養2日後にCNT添加により増加した。培養30分後において、
神経細胞のリン酸化ERK量はCNTを添加しない場合に比較して高くな
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った。この結果から、CNTは細胞中のリン酸化ERK量を培養液に添加
後直ちに増加させる効果があることが明らかとなった。リン酸化ERK
量は培養2日後の神経細胞でもCNT無添加の場合に比較してCNTを添
加した場合に高くなった。
　これらの結果はCNTが神経細胞の分化に関わるERKシグナル伝達経
路のERKのリン酸化を促進して、神経突起を伸長した神経細胞数を増
加させることを示している。
第5節　　結言
　NH，基修飾CNTをNGFとともに培養液に0．11－1．7μg／m1の低濃度で
添加した場合にNGFのみを添加した場合に比較して神経突起の伸長を
促進する効果を有することを明らかにした。また、NGFとともに0．85
μg／mlのCNTを添加した場合のリン酸化ERK量はNGFのみを添加した
場合に比較して高くなることが明らかとなった。
　以上をまとめると、CNTは低濃度の範囲でERKシグナル伝達経路の
ERKのリン酸化を促進し、神経細胞の神経突起伸長を促進することが
示された。次章では本研究で用いたCNTがNH2で修飾されていること
から、架橋剤を用いてNH2基にペプチド結合でNGFを結合させて、　NGF
結合CNTによる神経細胞の神経突起伸長について検討した結果につい
て述べる。
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　　　　　　　　　　　17μg／ml　of　A－CNTs
Fig．1－100ptical　micrographs　ofDRG　neurons　with　A－CNTs
　　　　　　　　A「「ows　indicate　the　a99「egate　of　cNTs　　　　Bar：50μm
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Fig．1－llSignal　transduction　pathways　of　chick　DRG　neuron　Reference；Handb・・k・fcell　signaling
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　　　Fig．1－12　Detection　of　ERK　by　Westem　blotting
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Fig．1－13　Detection　ofAkt　by　Westem　blotting
　　　　　　　　　M：Molecular　weight　markers　S：Standard　Akt
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Fig．1－16　Effect　of　CNTs　on　phosphorylation　of　ERK　in　inhibitor一
　　　　　　　き
treated　neurons
　　　　　Detection　of　ERK
　　　　　1：Standard　ERK（30　ng）
　　　　　2：NGF（10　ng／ml）
　　　　　3：NGF＋CNTs
　　　　　4：NGF＋UOI26
　　　　　5：NGF＋UOI26＋CNTs
　　　　　6：NGF＋Akt　i
　　　　　7：NGF＋Akt　i＋CNTs
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Detection　ofp－ERK
1：Standard　p－ERK　containing
N－te㎜inal　GST　tag（5　ng）
2：NGF（10ng／ml）
3：NGF＋CNTs
4：NGF＋UO126
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　　Fig．1－17Detection　of　p－ERK　in　DRG　neurons　treated　with
　　　　　　　　or　without　UO　126　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bar：20μm
　　　　　　　　（a）DRG　neuron　　　　　　（b）DRG　neuron　treated　with　UOl26
　　　　　　　　（c）DRG　neuron　with　CNTs（d）DRG　neuron　treated　with　UO126　and　CNTs
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Fig．1－18Detection　ofp－Akt　in　DRG　neurons　treated　with
　　　　　　or　without　the　Akt　inhibitor　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bar：20μm
　　　　（a）DRG　neuron　　　　　　（b）DRG　neuron　treated　with　the　Akt　inhibitor
　　　　（c）DRG　neuron　with　CNTs（d）DRG　neuron　treated　with　the　Akt　inhibitor　and　CNTs
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　Fig．1－19Fluorescence　intenslty　of　DRG　neurons　labeled　with
　anti一β皿一tubulin　antibody　and　anti－p－ERK　antibody
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Fig．1－20　Effect　of　CNTs　on　numbers　ofPC12h　cells　with
　　　　　neurite　outgrowth
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Fig．1－21　Effect　of　graphite　on　numbers　of　PC　12h　cells　with
neurite　outgrowth
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　　　　　　　　　　17μg／ml　ofA－CNT
Fig．1・・220ptical　micrographs　of　PC12h　cells　with　A－CNTs
　　　　　　　　　Arrows　indicate　the　aggregate　of　CNTs　　　　　　　　　　　　　　　53　　　　　　　　　Bar：50μm
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Fig．1－23　Detection　of　ERK　by　Westem　blotting
Detection　of　ERK
1：Standard　ERK（30ng）
2－4：Control（without　CNT）
5－7：0．85μg／ml　of　CNTs
8－10：17μg／ml　of　CNTs
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1）etection　ofp－ERK
l：Standard　p－ERK　containing
　N－teminal　GST　tag（5　ng）
2－4：Control（without　CNT）
5－7：0．85μg／ml　of　CNTs
8－10：17μg／ml　of　CNTs
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Fig．1－24　Effect　of　CNTs　on　neurite　outgroWth　in　inhibitor－treated
　　　　　PC　I2h　cells
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Fig．1－25　Effect　of　CNTs　on　activation　ofERK　in　inhibitor－treated　PC　l　2h　cells
Detection　of　ERK
1：Standard　ERK（30　ng）
2：NGF（100　ng／ml）
3：NGF＋CNTs
4：NGF＋UOI26
5：NGF＋UOI26＋CNTs
6：NGF＋Akt　i
7：NGF＋Akt　i＋CNTs
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Detection　of　p－ERK
1：Standard　p－ERK　containing
N－te㎜inal　GST　tag（5　ng）
2：NGF（100　ng／ml）
3：NGF＋CNTs
4：NGF＋UO126
5：NGF＋UOl26＋CNTs
6：NGF＋Akt　i
7：NGF＋Akt　i＋CNTs
第2章　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる神経細胞の神
経突起伸長
第1節　緒言
　第1章では、神経細胞培養液に神経栄養因子であるNGFとともにCNT
を添加することでCNTの神経細胞の神経突起伸長に及ぼす影響につい
て述べた。NGFとともに低濃度のCNTを神経細胞培養液に添加すると
神経線維を伸長した細胞数を増加させる効果があること、CNTには神
経細胞の分化に関わるシグナル伝達経路のERKのリン酸化を促進する
効果があること、CNTによる神経線維を伸長した細胞数の増加はPC12h
細胞に対しても同様の効果を有することなどを明らかにした。これら
の結果は、CNTを損傷した神経細胞の修復などに利用出来る可能性を
示すものである。
　CNTには電気伝導性や化学的耐久性など優れた性質があることから、
CNTを化学物質で修飾して細胞に作用させる研究がなされている。
Krajcikらは、ヘキサメチレンジアミン（HMDA）とポリジアリルジメチ
ルアンモニウムクロライド（PDDA）で修飾したswcNTにERKのsiRNAを
結合させた後、生後1～3日のウィスターラットから分離した心筋細胞
に加えたところ、siRNAを結合したswcNTがERKの発現を抑制するこ
とを示した（1）。KamらはDNAで修飾したSWCNTをHeLa細胞培養液に添
加して培養し、細胞内にDNAを取り込ませた。細胞質でCNTからDNA
が外れ、CNTは細胞質に残り、DNAのみが核内に移送された／2）。
Pantarottoらのグループはβガラクトシダーゼをコードするプラスミ
ドDNAをコートしたSWCNTをチャイニーズハムスター卵巣細胞に曝す
ことで、細胞内のβガラクトシダーゼ発現レベルを上昇させた（3’4、。
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これらの研究でCNTにDNA分子を結合することが可能であり、DNA結
合CNTを細胞内に取り込ませることができることを示した。
　また、Kamらは葉酸で修飾したSWCNTを葉酸レセプターを介するエ
ンドサイトーシスにより細胞内に取り込ませ、近赤外線照射によるCNT
の発熱により、エンドソームの破壊を起こさせることによる新たな腫
瘍治療の可能性を示した（2）。
　Pantarottoらは口蹄疫ウィルスから得られたB細胞エピトープのペ
プチドを共有結合したSWCNTをマウスに経口投与させると、ペプチド
に対する強い抗原抗体反応が誘導されたが、CNTのみの場合では誘導
されなかった。この研究はCNTに結合したペプチドが免疫応答を誘導
したことを示すものである（5｝。Kamらはタンパク質を結合したCNTは
エンドサイトーシスにより、細胞内に移行することを示した。蛍光標
識したタンパク質をカルボキシル基で修飾したSWCNTに結合し、細胞
培養液に添加した場合、タンパク質だけでは細胞に取り込まれ難いの
に対して、タンパク質を結合したCNTは細胞内に移行されることを示
した（6）。これらの研究により、化学物質で修飾したCNTが細胞に取り
込まれ、CNTに結合された化学物質により細胞に様々な影響を与える
ことができることが示された。
　本章では神経栄養因子であるNGFや脳由来神経栄養因子
（brain－derived　neurotrophic　factor；BDNF）を架橋剤を用いてペプチ
ド結合させたCNTを用いて、神経栄養因子結合CNTが神経細胞の分化
を誘導し、神経突起を伸長させることができるかどうかについて検討
した結果を述べる。また、NGF結合CNTが神経細胞に取り込まれるの
かどうか、細胞に取り込まれた場合どこに局在するかについて調べた
結果について述べる。
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第2節　実験方法
2．2．1NGF結合CNTの調製
　第1章、1．2．1項で述べたように作製したNH2基修飾A－CNTにNGFを
次の方法で結合させた。1．7mg／m1のNH2基修飾A－CNT溶液、10μg／ml
NGF溶液、0．6MNaC1溶液、0．3M1－ethyl－3－（3－dimethyl－aminopropy1）
carbodiimide　　　hydrochloride　　　（EDC，　　　25952－53－8；　　　Dojindo
Laboratories，　Kumamoto，　Japan）をそれぞれ20μ1ずっ力口えて超音波
洗浄器で30秒間混合し、2時間室温で反応させた。その間、15分間毎
に10秒間、超音波処理をした。1Mの酢酸ナトリウムバッファーを150
μ1添加して反応を停止させた後、反応溶液を分子量分画100，000の
限外ろ過チューブに移し、15，000rpmで5分間の遠心分離により反応
溶液を除去した。洗浄のため、200μ1の滅菌水にNGF結合CNTを懸
濁し、15，000rpmで5分間、遠心分離することを3回繰り返した。　NGF
結合CNTを200μ1のPBS溶液に分散させてNGF結合CNT溶液とした。
2．2．2　神経細胞培養
　第1章、1．2．3項で述べたように、ニワトリ8日胚を解剖して採取
した神経細胞を、4，000cells／wellとなるようにラミニンコートした
96ウェル組織培養プレートに播種した。神経細胞培養液にNGF結合CNT
を1－20μ1の範囲で添加し、37℃、5％CO。条件下で2日間培養し、細
胞体以上に神経突起を伸長した神経細胞数を計数した。計数値を3ウ
ェルの平均値と標準誤差で示した。またNGF結合CNTと同様の方法で
調製したBDNF結合CNTを神経細胞培養液に1－20μ1の範囲で添加し、
37℃、5％CO2条件下で2日間培養iし、細胞体以上に神経突起を伸長した
神経細胞数を計数した。計数値を3ウェルの平均値と標準誤差で示し
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た。
2．2．3　NGF結合CNTからのNGFの脱離
　NGF結合CNTを神経細胞培養液に添加した場合、　NGF結合CNTから
NGFが脱離していないかどうかを検討した。NGF結合CNTを1日間F－12k
培地に浸漬し、分子量分画100，000の限外ろ過チューブを用いて、
15，000rpmで5分間遠心分離し、　NGF結合CNTと上清液を分離した。
フィルター上のNGF結合CNTを200μ1のPBSに分散させ、　NGF結合
CNT溶液または上清液を神経細胞培養液に添加して、37℃、5％CO2条件
下で2日間培養し、神経突起を伸長した神経細胞数を計数した。
2．2．4　ウェスタンブロッティング法によるリン酸化ERKの検出
　NGF結合CNTが神経細胞のERKシグナル伝達経路を活性化するかど
うかをウェスタンブロッティング法により検討した，1．2，2項で述べ
たように、ラミニンコートした35mmφシャーレに神経細胞を播種し、
NGF、　NGF結合CNTまたはNGF結合CNTとともにNH2基修飾CNTを添加
した場合の神経細胞のERK量及びリン酸化ERK量を1．2．4項で述べた
ウェスタンブロッティング法で検出し、全ERK量に対するリン酸化ERK
量の割合を算出した。
2．2．5　ELISA（enzyme－1inked　immunosorbent　assay）によるNGF結合
CNTに結合したNGFの検出
　96ウェルassay　plate（3881－096；lwaki）の各ウェルに10μg／m1の
濃度の抗NGF抗体（L148M；ExalphaBiologicals）を含むコーティングバ
ッファー（2．lg／L　NaHCO3、2．65　g／L　Na2CO3、　pH9．4）を100μ1添加し、
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プレートシーラー（76－401－05；MPBiomedicals）で蓋をして、4℃で一晩
反応させた。抗体溶液を除去し、PBS溶液に0．05％となるようにTween20
を溶解した100μ1のwashing　bufferで5回洗浄後、　PBSに1％とな
るようにスキムミルクを溶解したblocking　buffer（0．02％NaN2を含む）
を100μ1添加して37℃、1時間、50rpmで振撮した。100μ1のwashing
bufferで5回洗浄後、PBS溶液に0．1％となるようにスキムミルクを溶
解したdilution　bufferで希釈したサンプルを添加して軽く混ぜ、プ
レートシーラーで蓋をして4cCで一晩反応させた。100μ1のwashing
bufferで5回洗浄後、各ウェルにdilution　bufferで1μg／mlの濃
度に希釈した抗NGF抗体（sc－548；Santa　Cruz　Biotechnol・gy）を添加し、
37℃、1時間、50rpmで振塗した。100μ1のwashing　bufferで5回
洗浄後、dilution　bufferを用いて400倍に希釈したgoat
anti－rabbit　　　IgG　　　（H＋L）－horseradish　　　peroxidase　　　conjugate
（170－6515；Bio－Rad）を各ウェルに100μ1添加し、37℃、1時間、50　rpm
で振塗した後、100μ1のwashing　bufferで5回洗浄した。使用直前
に0．02％H，0。を加えたsubstrate　buffer（0．3057　g酢酸ナトリウム三
水和物、300ml滅菌水、pH5．8）に0．4　mg／m1の
ortho－phenylenediamine（151－02141；Wako）を溶かしたsubstrate
solutionをウェルに75μ1添加し、暗所、室温で15分間、50rpmで
振盤した。各ウェルに2MH2SO4溶液を25μ1添加して反応を停止さ
せた後、マイクロプレートリーダー（550；Bio－Rad）を用いて波長490　nm
の吸光度を測定した。
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2．2．6　共焦点レーザー顕微鏡によるNH2基修飾CNTまたはNGF結合CNT
の細胞内局在の観察
　第1章、1．2．6項で述べたように、NH2基修飾CNT及びNGF結合CNT
をFITCで標識した。24ウェル組織培養プレートのウェル内のラミニ
ンコー一一・一トしたカバーガラス上にDRG神経細胞を50，000　cells／wellと
なるように播種し、20μ1のFITC標識NGF結合CNTまたは10　ng／ml
のNGFとともにFITC標識したMH2基修飾CNTを添加し、37℃、5％CO2
条件下で培養した。神経細胞をPBSで3回洗浄後、4％パラホルムアル
デヒドで15分間、室温で固定した。PBSで3回洗浄後、細胞を氷冷し
た99．8％のメタノールで一80℃で10分間処理した。PBSで3回洗浄後、
カバーガラスを0．5％Triton　X－100溶液に溶解した5％bovine　serum
albumin（BSA）溶液でブロッキングした。　Hoechst　33258を用いて30分
間、室温で核染色を行った後、共焦点レーザー顕微鏡の焦点深度を変
えてNGF結合CNTまたはA－CNTの局在を観察した。
2．2．7　細胞切片におけるCNTの細胞内局在の観察
　ラミニンコートした35mmφシャーレに100，000　cells／dishとなる
ように神経細胞を播種し、FITC標識したNH。基修飾CNTまたはNGF結
合CNTを50μ1添加し、37℃、5％CO，条件下で2日間培養した。4％パ
ラホルムアルデヒド溶液で15分間、室温で固定した。PBSで3回洗浄
後、細胞を氷冷した99．8％のメタノールで一80℃で10分間処理した。
細胞をPBSで3回洗浄後、シリコナイズしたエッペンドルフチューブ
に入れ、15，000rpmで5分間遠心分離した。上清液を除去し、細胞を
20％スクロース溶液に分散させ、4℃で一晩静置した。細胞を一20℃に冷
却したクリオスタット内で凍結し、ミクロトームを用いて10μmの厚
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みで薄切し、MASコートスライドガラス（83－1623；Matsunami，　Osaka，
Japan）に接着させて凍結切片を作製した。PBSで3回洗浄後、試料を4℃
で一晩乾燥させた。Hoechst　33258で30分間、室温で核染色した後、
共焦点レーザー顕微鏡を用いてNGF結合CNTまたはNH2基修飾CNTの
局在を観察した。
2．2．8　透過型電子顕微鏡を用いたCNTの細胞内局在の観察
　60mMのHEPES（H4034－25G；Sigma，　St　Louis，　MO，　USA）緩衝液に2％
パラホルムアルデヒド（160－16061；Wako，　Osaka，　Japan）と2％グルタ
ルアルデヒド（780143752；JEOL，　Tokyo，　Japan）になるように混合し
た細胞固定溶液を用いて、氷上で1時間前固定した。神経細胞を30mM
のHEPES緩衝液で5回洗浄し、30　mMのHEPES緩衝液に混合した1％四
酸化オスミウム溶液（154－01151；Wako，　Osaka，　Japan）を用いて、氷冷
PBSで洗浄した神経細胞を氷上で1時間、後固定した。細胞を再びHEPES
緩衝液で5回洗浄し、エタノールを用いて脱水した（50％エタノール5
分，2回，4℃、60％エタノール5分，1回，4℃、70％エタノール5分，1
回，4℃、80％エタノール5分，1回，室温、90％エタノール5分，3回，
室温、100％エタノール5分，3回，室温）。細胞をセルスクレーパーで
剥がし、ビームカプセル（JBO8Z；Nisshin　EM，　Tokyo，　Japan）に移し、
15，000rpmで遠心分離した。上清液を除去し、プロピレンオキサイド
（780174437；JEOL，　Tokyo，　Japan）を添加し、室温で15分間、2回繰
り返し置換した。
　本研究で用いたエポン樹脂の作製方法を以下に述べる。ディスポビ
・一・一・ Jー（780150180；Nisshin　EM，　Tokyo，　Japan）に12．1m1のEpon　812
resin（TO23；TAAB，　UK）、4．6m1のDDSA（DO26；TAAB，　UK）、8．3mlの
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MNA（MO11；TAAB，　UK）を順にシリンジを用いて添加し、気泡が入らない
ようにゆっくりとスターラーで30分間混合した。0．4mlの
DMP－30（DO35；TAAB，　UK）を正確に加え、10分間混合した。
　プロピレンオキサイドで置換した細胞にプロピレンオキサイドとエ
ポン樹脂を1：1で混合した溶液を加え、室温で一晩置換した。新たな
エポン樹脂を充填し、35℃で半日間、45℃で半日間、60℃で半日間、
シリカゲルを入れた恒温振邊機で熱重合させた。カミソリを用いて試
料の面出しを行い、ウルトラミクロトームにセットしたガラスナイフ
を用いて0．5mm角の大きさにトリミングした。スミナイフ
（SHMF－13833－1；JEOL，　Tokyo，　Japan）を用いて70　nmの厚みで試料の
超薄切片を作製した。超薄切片をトリイジンブルー（335；Nisshin　EM，
Tokyo，　Japan）で15分間染色し、50ccの蒸留水で水洗後、クエン酸鉛
を用いて5分間染色した。超薄切片を透過型電子顕微鏡（JEM－2100，
JEOL，　Tokyo，　Japan）で観察した。また、細胞内のNGF結合CNTをエネ
ルギー分散型X線分析装置（EDS：EX－37001；JEOL，　Tokyo，　Japan）を用
いて、試料から発生した特性X線を検出することで元素分析を行った
（7－10）
B
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第3節　実験結果
2．3．1　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる神経細胞の神
経突起伸長
　NGF結合CNT及びBDNF結合CNTによるニワトリ8日胚から分離した
DRG神経細胞の神経突起伸長について検討した。NGF結合CNTを添加し
た場合の神経細胞の神経突起伸長を検討した結果をFig．2－1に示す。
NGF結合CNTを0－20μ1の範囲で神経細胞培養液に添加した場合、NGF
結合CNT添加量を増加させると神経突起を伸長した神経細胞数が増加
し、2μ1のNGF結合CNTを添加した場合に神経突起を伸長した神経
細胞数が最大となった。さらにNGF結合CNT添加量を増加させると、
神経突起を伸長した神経細胞数が減少した。一方、可溶性NGF溶液を
0－50ng／mlの濃度範囲で添加した場合の神経細胞の神経突起伸長を検
討した結果をFig．2－2に示す。　NGFの濃度を増加させると神経突起を
伸長した神経細胞数が増加し、10ng／mlの濃度のときに最大の神経突
起を伸長した細胞数が得られた。さらにNGF濃度を増加させると神経
突起を伸長した神経細胞数が低下した。これはNGFレセプター（TrkA）
がダウンレギュレーションされたことによるものである。
　Fig．2－3に示すように、　BDNF結合cNTによる神経細胞の神経突起伸
長を検討したところ、Fig．2－4に示す可溶性BDNF溶液を添加したとき
と同様な神経突起の伸長効果が得られた。この場合、2μ1のBDNF結
合CNTを添加した場合に神経突起を伸長した神経細胞数が最大となっ
た。このように、NGF結合CNT及びBDNF結合CNTを神経細胞培養液に
添加すると、NGF及びBDNFのみを添加した場合と同様な用量反応曲線
が得られた。これより、NGFまたはBDNFをCNTに結合してもNGF及び
BDNFは生物活性を有していることが明らかとなった。
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2．3．2　NGF結合カーボンナノチューブを添加した神経細胞培養液への
NH，基修飾CNTの添加
　第1章において、NH2基修飾CNTをNGFとともに神経細胞培養液に添
加すると、神経細胞の神経突起伸長を促進する効果を有することを述
べた。そこで、NGF結合CNTを添加した神経細胞培養液にNH2基修飾
CNTをさらに添加することで神経突起伸長を促進できると考えられる。
最大の神経線維伸長細胞数が得られたNGF結合CNT溶液を2μ1添加
した場合において、NH2基修飾CNTを0－1．7μg／m1の濃度範囲で添加
して、神経突起伸長が促進されるかどうかを検討した結果をFig．2－5
に示す。NGF結合CNTとともにNH2基修飾CNTを添加した場合、　NH2基
修飾CNT濃度を増加させると神経突起伸長細胞数が増加し、NH，基修飾
CNT濃度がO．21μg／mlの場合に最大の神経突起伸長細胞数が得られ
た。第1章に述べたように10ng／m1のNGFとともにNH2基修飾CNTを
添加した場合には、CNT濃度が0．85μg／m1の場合に最大の神経突起
伸長促進効果が得られた。この結果から、NGF結合CNTはNGFだけで
なくCNTが神経細胞を刺激し神経突起伸長を促進していると考えられ
る。さらに、最大の神経突起伸長細胞数が得られた2μ1のNGF結合
CNTに結合しているNGF量がNGFの作用量として最適であるかどうか
を調べるために、NGF結合CNTとともに0－25　ng／mlのNGF溶液を添加
することで検討した結果をFig．2－6に示す。神経突起を伸長した神経
細胞数はNGF濃度依存的に減少した。この結果から、2μ1のNGF結
合CNTの添加は、神経細胞の神経突起伸長に最適な濃度であったと考
えられ、NGFとCNTの神経細胞に与える作用機作は異なっていること
が推測される。
　第1章において、NGFとともに低濃度のCNTを添加した場合に神経
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細胞内のERKのリン酸化が促進され、神経突起の伸長が促進されるこ
とを見出したことを述べた。そこで、NGF結合CNTの場合においても
神経細胞のERKのリン酸化を促進しているかどうかをウェスタンブロ
ッティング法を用いて検討した結果をFig．2－7に示す。10ng／mlのNGF
または20μ1／2m1のNGF結合CNTを神経細胞培養液に添加した場合、
NGF結合CNTを添加した場合に全ERK量に対するリン酸化ERK量の割
合が高くなっていた。さらに、20μ1／2mlのNGF結合CNTとともに
0．21μg／m1のNH2基修飾A－CNTを添加した場合、全ERK量に対するリ
ン酸化ERK量の割合がNGF結合CNTのみの添加の場合よりも高くなっ
た。このことから、NGF結合CNTとともにNH2基修飾CNTを添加すると、
神経細胞のERKのリン酸化を促進し、神経細胞の神経突起伸長を促進
することがわかった。
2．3．3　ELISA法によるNGF結合カーボンナノチューブのNGF量の測定
　ELIsA法によりNH2基修飾cNTに結合したNGF量を測定した。Fig．2－8
とFig．2－9に示すように、　NGFを0．01－20　ng／mlの濃度で添加した：場
合の吸光度を測定して作製した検量線から、最大の神経突起伸長効果
が得られたNGF結合CNTを2μ1添加した場合のNGF量を算出したと
ころ、8ng／mlのNGF量に相当した。可溶性NGFを神経細胞培養液に
添加した場合において、最大の神経突起を伸長した細胞数が得られた
可溶性NGF量は10　ng／m1であったので、　NGF結合CNTを2μ1添加し
た場合のNGF量とほぼ一致した。
67
2．3．4　NGF結合カーボンナノチューブに結合したNGFの安定性
　NGF結合CNTを神経細胞培養液に添加して培養した場合、　NGFがCNT
から脱離する可能性が考えられる。NGFが神経細胞培養液中で脱離す
ることなく安定的にCNTに結合しているかどうかを検討した結果を
Fig．2－10に示す。　NGF結合cNTを調製後すぐに神経細胞培養液に2μ
1添加して培養し、神経突起を伸長した細胞数を測定した結果を
Fig．2－10（a）に示す。10　ng／m1のNGFを添加した場合と同様の生物活
性を有していた。また、Fi　g．　2－10（b）に示すように、　NGF結合cNTを1
日間、培地中に浸漬後、神経細胞培養液に添加して培養した場合にお
いても神経突起伸長活性は失われなかった。一方、NGF結合CNTを1
日間浸漬した後の上清液を神経細胞培養液中に添加した場合では、PBS
を添加した場合と同様に神経細胞の神経突起伸長活性がなかった。こ
れより、NGF結合CNTからNGFが脱離することはなく、培養液中でも
NGFはCNTに結合したままであることが明らかになった。
2．3．5　共焦点レーザー顕微鏡を用いたNGF結合CNTまたはNH2基修飾
CNTの細胞内局在の観察
　NGF結合CNTが神経細胞の神経突起を伸長させることを明らかにし
たが、CNTが細胞内に取り込まれているかどうかについて共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて検討した。
　FITC標識したNGF結合CNTを神経細胞培養液に添加した場合のCNT
の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡の焦点深度を変えて観察した結
果をFig．2－11に示す。細胞表面ではNGF結合cNTの蛍光は弱かったが、
焦点深度を深くすると、細胞核と同じ焦点深度でNGF結合CNTの蛍光
強度が最大になった。このとき、細胞核内にもNGF結合CNTの蛍光が
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観察された。さらに焦点深度を深くするとNGF結合CNTの蛍光が見ら
れなくなったことから、NGF結合CNTは細胞質と核内に存在している
ことが明らかとなった。
　一方、FITC標識NH2基修飾CNTを神経細胞培養液に添加した場合の
結果をFig．2－12に示す。細胞表面ではNH2基修飾cNTの蛍光は弱かっ
たが、焦点深度を深くすると、細胞核と同じ焦点深度でNH2基修飾CNT
の蛍光強度が最大となった。しかしながら、NH2基修飾CNTの蛍光は細
胞質のみに見られ、細胞核内では観察されなかった。さらに焦点深度
を深くしていくとNH，基修飾CNTの蛍光が見られなくなったことから、
NH2基修飾CNTは細胞質に局在していることが明らかとなった。
　細胞切片におけるNGF結合CNT及びNH，基修飾CNTの細胞内局在を
観察した結果をFig．2－13とFig．2－14に示す。細胞切片を用いた観察
でもNGF結合CNTは細胞質と核内に存在し、NH2基修飾CNTは細胞質に
存在していることが確認された。
　これらの結果から、NGF結合CNTはNGFにより、CNTが細胞核内に移
送されるが、NH。基修飾CNTは細胞質内にとどまることが明らかになっ
た。
2．3．6　透過型電子顕微鏡によるNGF結合CNTの細胞内局在の観察
　透過型電子顕微鏡（TEM）を用いてNGF結合CNTの細胞内局在を観察し
た。Fig．2－15（a）に示すように、神経細胞内にCNTの凝集体と考えられ
る物質が観察された。この凝集体の拡大画像をFig．2－15（b）に示す。
形状からこの凝集体は細胞内に取り込まれたNGF結合CNTであると考
えられた。そこでEDSを用いてFig．2－15（b）の凝集体の炭素原子分析
を行った結果をFig．2－15（c）に示す。矢印で示されたように、凝集体
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の位置に高密度の炭素原子が検出されたことから、観察された凝集体
はNGF結合CNTであることが明らかになった。これより、TEM観察に
おいても、NGF結合CNTが神経細胞内に凝集体として存在しているこ
とを確認できた。
第4節　考察
　神経栄養因子結合CNTが神経細胞の分化を誘導し、神経突起を伸長
させることができるかどうかについて検討した。NH2基を修飾した
A－CNTにEDC試薬を用いてNGFまたはBDNFをペプチド結合させた。神
経栄養因子結合CNTを神経細胞培養液に添加した場合、可溶性NGFま
たは可溶性BDNFを添加した場合と同様に神経細胞の神経突起伸長効
果が得られた。この結果から、CNTに結合したNGF及びBDNFは生物活
性を維持していることが明らかとなった。他の研究者達がCNTにタン
パク質やDNAを結合させてその機能を発現させているが、　CNTに神経
栄養因子を結合させることで神経栄養因子の活性が得られることを示
した。NGF結合CNTを神経細胞培養i液に添加すると、神経突起を伸長
した神経細胞数が増加し、2μ1のNGF結合CNTを添加した場合に神
経突起を伸長した神経細胞数が最大になった。
　我々は可溶性NGF溶液とともにNH，基修飾CNTを神経細胞培養液に
添加した場合、低濃度のCNT濃度で神経突起伸長促進効果があること
を明らかにしている。そこで、最大の神経突起伸長細胞数が得られた
2μ1のNGF結合CNTとともに、　NH2基修飾CNTを神経細胞培養液に添
加したところ、NH2基修飾CNTを0．21μg／mlの濃度で添加した場合に
最大の神経突起伸長促進効果が得られ、神経突起の伸長が促進された。
この結果から、可溶性NGF溶液とともにNH、基修飾CNTを添加した場
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合に比較して、NH2基修飾CNTの添加量が少量で効果が得られたことか
ら、NGF結合CNTはNGFの生物活性だけでなく、CNTが神経細胞の神経
突起伸長を促進していることが明らかとなった。
　さらに、神経細胞のリン酸化ERKの割合を検討したところ、　NGF結
合CNTとともにNH2基修飾CNTを神経細胞培養液に添加した場合に全
ERK量に対するリン酸化ERK量の割合が高くなったことから、NH2基修
飾CNTはNGF結合CNTを用いた場合においても、神経細胞のERKのリ
ン酸化を促進し、神経突起伸長を促進する効果を有することが明らか
となった。
　NGF結合CNTに結合しているNGF量をELISA法で検出した結果、最
大の神経突起伸長を示した2μ1のNGF結合CNTには8ng／m1に相当
するNGFが結合しており、可溶性NGFで最大の神経突起伸長活性を示
した場合とほぼ同量のNGF量であることがわかった。
　NGF結合CNTからNGFが脱離して生物活性を示している可能性が考
えられたので、NGF結合CNTからNGFが脱離していないかどうかにつ
いて検討した。NGF結合CNTを1日間、培地に浸漬し、NGF結合CNT溶
液または上清液を神経細胞培養液に添加して生物活性を測定すること
で、CNTからのNGFの脱離の検討を行い、NGFは培地中でもCNTから脱
離することなく安定的にCNTに結合していることを示した。
　Madisonらは100－300　nmの大きさを持つ蛍光ラテックスがマウス新
皮質神経細胞とDRG神経細胞の細胞質に蓄積することを示した（11）。Kam
らはSWCNTの側壁に非特異的、非共有結合的に様々なタンパク質を結
合させ、CNTがエンドサイトーシスにより取り込まれることから、CNT
を医薬品の細胞内輸送体として用いることが出来ると報告したく12、。さ
らにPantarottoらはプラスミドや機能性タンパク質で機能化した
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SWCNTが3T3細胞内に移入することを示した（3－5’13）。我々の用いたNGF
結合CNTは、神経細胞の細胞質および核内に存在することが観察され
た。一方、NH2基修飾CNTは、細胞質のみに局在することが観察された。
JinらはDNAを結合したSWCNTをNIH－3T3細胞培養液に添加すると、
SWCNTがエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、エキソサイ
トーシスにより細胞外に排出されること（14）、また、CNTの長さの違い
によりDNAを結合したCNTの細胞内への取り込み量に差が出ることを
示した（15）。これらの研究から、我々のNGF結合CNTは、　NGFレセプタ
ーにNGFが結合してエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれて
いる可能性がある。また、NH，基修飾CNTは受容体に依存しないエンド
サイトーシスにより取り込まれる可能性も考えられる。
　以上、神経栄養因子結合CNTが細胞内に取り込まれて、生物活性を
維持していることから、NGF結合CNTをドラッグデリバリーのタンパ
ク質の担体として利用可能であると考えられる。
第5節　結言
　神経栄養因子結合CNTは、　NGFまたはBDNFのいずれを結合した場合
にも、可溶性NGFや可溶性BDNFを添加した場合と同様な生物活性を有
していた。NGF結合CNTとNH，基修飾CNTを神経細胞培養液に添加した
場合にリン酸化ERK量が高くなった。このことから、　NGF結合CNTは
NGFの生物活性だけでなく、CNTによる神経突起の伸長を促進する効果
を同時に有することが明らかになった。NGF結合CNTまたはNH2基修飾
CNTの細胞内局在を観察したところ、どちらも細胞内に取り込まれた
が、NGF結合CNTは細胞核にも存在が観察された。ここに示したNGF
結合CNTの神経細胞に対する有用性を利用して神経ネソトワークの形
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成を制御した結果を次章に述べる。
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Fig．2－1　Effect　ofNGF－coated　CNTs　on　neurite　outgrowth　of　DRG
neurons
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Fig．2－2　Effect　of　soluble　NGF　on　neurite　outgrowth　of　DRG　neurons
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Fig．2－3　Effect　ofBDNF－coated　CNTs　on　neurite　outgroWth　of　DRG
neurons
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Fig．2－4　Effect　ofsoluble　BDNF　on　neurite　outgroWth　of　DRG　neurons
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Fig．2－5　Effect　of　addition　ofNH2－modified　CNT　and　NGF－
coated　CNT　solutions　on　neurite　outgroWth　of　DRG　neurons
（。・??????????????????。?
300
250
200
150
100
50
0
P＜0．05for　O．2　1μg／ml　of　CNTs，vs　Oμg／ml
0 5 10 15 20 25
Soluble　NGF　concentration（ng／ml）
30
Fig．2－6　Effect　of　addition　of　soluble　NGF　and　NGF－coated　CNT
solutions　on　neurite　outgrowth　of　DRG　neurons
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Fig．2－7　Detection　of　ERK　by　Westem　blotting
（a）Detection　ofERK
　1：Standard　ERK（30ng）
　2：NGF－coated　CNTs＋NH2－modified　CNTs
　3：NGF－coated　CNTs
　4：soluble　NGF
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（b）Detection　ofp－ERK
　　1：Standard　p－ERK　containing
　　N－terminal　GST　tag（5　ng）
　　2：NGF－coated　CNTs＋NH2－modified　CNTs
　　3：NGF－coated　CNTs
　　4：Soluble　NGF
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Fig．2－8　Detection　of　soluble　NGF　by　ELISA
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Fig．2－9　Detection　ofNGF－coated　CNTs　by　ELISA
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Fig．2－10　Stability　ofNGF－coated　CNTs
（a）Added　immediately　after　fabrication　of　NGF－coated　CNTs
（b）Added　after　l　d　incubation　ofNGF－coated　CNTs
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Fig．2－11Localization　ofNGF－coated　CNTs　in　a　DRG　neuron
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Fig．2－12Localization　ofNH2－modified　CNTs　in　a　DRG　neuron
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Fig．2－13Localization　ofNGF－coated　CNTs　in　a　cell　slice
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Fig．2－14　Localization　ofNH2－modified　CNTs　in　a　cel1　slice
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Fig．2－150bservation　ofNGF－coated　CNTs　in　a　cell　slice　by　TEM
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第3章　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる神経突起の伸
長方向制御
第1節　緒言
　第2章では、NH2基修飾A－CNTに、架橋剤を用いて神経栄養因子であ
る可溶性NGFや可溶性BDNFを結合させ、神経細胞培養液に添加するこ
とで、神経栄養因子と同様の生物活性を示すとともに、神経細胞のリ
ン酸化ERK量を増加させることで、神経突起の伸長を促進させる効果
があることを明らかにした。CNTには高い電気伝導性があることから、
NGF結合CNTを特定領域に配置し、その領域上で神経細胞を培養する
ことで、神経ネットワークを形成できるのではないかと考えた。神経
細胞のパターニングは神経ネットワークの機能解析に大きく貢献する
とともに、損傷した神経細胞の修復にCNTを適用できるのではないか
と考えられる。
　近年、アルカンチオール分子を用いて基板上に自発的に高密度で自
己組織化単分子膜（self－assembled　monolayers：SAM）を形成させるこ
とが可能になった。そこで、このSAM上に機能性タンパク質などを結
合させることで、特定の機能を有するパターン化した基板を作成させ
ることが検討されている（12）。Kumarらはパターン化した金基板状にア
ルカンチオールを結合させてSAMのパターニングを行った12）。以前の
研究において、NH。基で修飾されたアルカンチオールで形成されたSAM
が高い神経細胞親和性を有し、神経細胞をバターン化したSAM上に集
積できることを明らかにしている（3・4）。このことから、カバーガラス
上に帯状に金を蒸着し、官能基を有するアルカンチオールのSAMを形
成させた上に、NGF結合CNTを結合させて、神経細胞の神経突起の伸
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長を制御する方法を検討した。
　CNTを基板材料に用いることで、神経細胞の神経突起伸長方向を制
御する研究が行われている。Zhangらは鉄を蒸着し、そこにMWCNTを
伸長させたマイクロパターニング領域上でラットの海馬由来H19－7セ
ルラインを用いて神経突起伸長方向の制御を検討した（5）。Gabayらは
化学蒸着法を用いて作製したCNTクラスター上にラットの神経細胞を
播種することで、CNT領域上に高密度で細胞を接着させ、隣接するク
ラスター上の神経細胞との神経ネットワークを形成させたc6）。　Jangら
はCNTを結合した領域にポリーL一リジンを結合させることで、細胞接着
性を増加させ、CNT基板上での神経突起伸長を可能にした7」。しかし
ながら、これらの研究では神経細胞の神経突起伸長を特定の方向に制
御する：となどの課題が残っている。これまで述べたように、NGF結
合CNTが神経突起伸長活性を有しており、かつCNTが神経突起伸長を
促進する効果を有することから、Fig．3－1に示すように、金を蒸着し
た特定領域上にアルカンチオールを介してNGF結合CNTを結合した神
経細胞培養基板の作製を検討した。つぎに、この特定領域上に神経細
胞を接着させ、Fig．3－2に示すように神経突起を帯状の領域上に沿っ
て伸長させることを検討した。
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第2節　実験方法
3．2．1　カバーガラス上への金蒸着
　カバーガラスをスライドガラス（S7224；Matsunami，　Osaka，　Japan）
上に置き、マスクとして幅50μmの隙間を持つエアスリット
（NT38－559；Edmund　optics，　barrington，　NJ，　USA）をカバーガラス上
にテープで取り付けることで挟み込んだ。真空蒸着装置
（VFR－200M／ERH；Ulvac，　Kanagawa，　Japan）内にスライドガラスをセッ
トし、ベルジャー内を5．0×10　3Paになるまで真空度を上げ、水晶振
邊式成膜控制器（CRTM－6000G；Ulvac，　Kanagawa，　Japan）の金蒸着密度
を19．3g／cm3、　Z－ratioを0．381に設定し、　O、11nm／sの蒸着スピード
で20nmの厚さに金を蒸着した。金蒸着領域の形状を原子間力顕微鏡
（MFP－3D－BIO－J；Asylum　technology，　Tokyo，　Japan）を用いて観察した。
3．2，2　NGF結合カーボンナノチューブの調製
　第2章、2．2．1項で述べたように、架橋剤を用いてNH，基修飾CNTに
NGFを結合させた。また、COOH基を修飾したCNTにも同様の方法でNGF
をペプチド結合させた。NGF結合CNTを200μ1のPBS溶液に分散さ
せてNGF結合CNT溶液とした。
3．2．3　金蒸着領域へのNGF結合カーボンナノチューブの結合
　Fig．3－1に示すように、金薄膜上にNH，基またはcooH基で修飾した
アルカンチオールを結合させ、NGF結合CNTを結合させた方法は次の
通りである。50μmの幅で帯状に金蒸着したカバーガラスを24ウェ
ル組織培養プレートのウェルへ入れ、99．5％エタノール（057－00451；
Wako）で1回洗浄し、40．7mMになるようにエタノールに溶解した
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10－carboxy－1－decanethiol（C385；　Dojindo　laboratories，　Kumamoto，
Japan）または41．6　mMになるようにエタノールに溶解した
11－amino－1－undecanethio1，　　　hydrochloride　　　　（A423；　　　Dojindo
laboratories，　Kumamoto，　Japan）をそれぞれエタノールで1mMの濃度
に希釈し、1ウェル当り500μ1添加し、24時間、室温で静置するこ
とでSAMを形成させた。アルカンチオール溶液を回収し、エタノール
で1回洗浄後、ガラス基板を乾燥させた（3，4’8）。
　NGF結合CNTを結合した帯状基板を以下の通りに作成した。3．2．2項
で調製したNGF結合CNTを0．03　MのEDCを1：1で混合し、アルカンチ
オールを結合した金蒸着領域に滴下し、室温で2時間静置することで
アルカンチオールの官能基とペプチド結合させた。コントロールとし
て、NGFのみを帯状基板に結合させるため、10μg／mlのNGFを用いて
同様に結合させた。NGF結合CNTを配置した特定領域を走査型電子顕
微鏡（JSM－7400M，　JEOL，　Tokyo，　Japan）を用いて観察した。
3．2．4　神経細胞培養
　第1章、1．　2．　3項で述べたように、ニワトリ8日胚を解剖して採取
した神経細胞を用いた。帯状に金蒸着した領域にアルカンチオールを
介してNGF結合CNTまたはNGFを結合したカバーガラスを入れた24ウ
ェル組織培養プレートに50，000cells／wel1となるように神経細胞を
播種し、37℃、5％CO，条件下で2日間培養した。
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3．2．5　免疫蛍光染色法による神経ネットワークの標識
　24ウェル組織培養プレートのウェル内に入れた帯状領域上に配置し
たNGF結合CNT基板上で培養した神経細胞をPBSで3回洗浄後、4％パ
ラホルムアルデヒドを用いて、室温で15分間固定した。PBSで3回洗
浄後、細胞を99．8％の氷冷したメタノールを用いて一80℃で10分間処
理した。PBSで3回洗浄後、カバーガラスを5％bovine　serum
albumin（BSA）を含有した0．5％Triton　X－100溶液でブmッキングした。
神経細胞を抗β皿チューブリン抗体を用いて4℃で一晩標識した。PBS
で3回洗浄後、細胞をAlexa－Fluor－488標識2次抗体（A－11001；
Molecular　Probes，　Eugene，　OR，　USA）を用いて室温で1時間、蛍光標
識した。PBSで3回洗浄後、細胞をHoechst　33258を用いて30分間、
室温で核染色し、PBSで2回洗浄後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
神経細胞の神経突起のネットワーク形成を観察した。
第3節　実験結果
3．3．1　特定領域に配置したNGF結合カーボンナノチューブ基板の観
?
　カバーガラス上に蒸着した金薄膜表面の形状を原子間力顕微鏡を用
いて観察した結果をFig．3－3に示す。蒸着した金原子はガラス表面上
に高密度で蒸着されており、Fig．3－4に示すように表面の粗さは最大
で5nmであり平坦であった。
　Fig．3－5に示すように、金蒸着した特定領域上に配置したNGF結合
CNT基板をSEMを用いて観察した結果、幅がマスクとして用いたエア
スリットと同じく50μmであることがわかった。さらに、NGF結合CNT
の金蒸着領域への結合状態を観察した結果をFig．3－6に示す。
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Fig．3－6（a）に示すように、金蒸着領域に凝集体となって結合している
ことがわかった。金薄膜上のNGF結合cNTの拡大画像をFig．3－6（b）に
示す。NGF結合CNTが金薄膜上に重なって配置されていた。
　これらの結果から、幅50μmの溝を有するエアスリットを用いて、
カバーガラス上に50μmの幅で金を蒸着し、アルカンチオールを介し
て、NGF結合CNTを特定領域に配置することが可能であることを示し
た。
3．3．2　NGF結合CNTを配置した帯状領域上での神経ネットワーク形成
　帯状の金蒸着領域にNH2基またはCOOH基で修飾されたアルカンチオ
ールを介して、NGF結合CNTを結合させ、その上で神経細胞を培養し
て神経突起を直線状に伸長させ、ネソトワークを形成させることを検
討した。神経細胞培養液にNGFを添加し、ラミニンコーティングした
カバーガラス上で培養した神経細胞の神経ネットワークを観察した結
果をFig．3－7に示す。神経細胞培養液にNGFを添加した場合では、様々
な方向に神経突起が伸長し、神経ネットワークを形成した。一方、NGF
結合CNTを添加した場合の神経ネットワーク形成を観察した結果を
Fig．3－8に示す。神経細胞はNGF結合CNTの凝集体が存在する方向へ
神経突起を伸長し、細胞同士のネットワークを形成していた。この結
果から、NGF結合CNTを特定領域へ配置することで、神経ネットワー
クの方向制御が可能になると考えられる。
　帯状の金蒸着領域にCOOHで修飾されたアルカンチオールを介して、
NGFを結合し、神経細胞を培養した結果をFig．3－9に示す。神経細胞
は金蒸着領域上の淵に接着し、神経突起を特定領域以外の方向へ伸長
した。一方、COOHで修飾されたアルカンチオールを介して、　NGF結合
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CNTを結合した場合の神経突起伸長の結果をFig．3－10に示す。神経細
胞はNGF結合CNTを結合した特定領域上には接着せず、淵に接着し、
神経突起は特定領域の淵に沿って伸長した。NGF結合CNTがCOOH修飾
アルカンチオール上に存在していても神経細胞はCOOH修飾アルカン
チオールには接着しなかった。以前の研究から、COOHで修飾されたア
ルカンチオールでパターン化した自己組織化単分子膜（SAM）上で神経
細胞を培養した場合、神経細胞が接着しないことが明らかとなってい
る。さらに、NH2基で修飾したアルカンチオールでパターン化したSAM
は神経細胞との親和性が高く、神経細胞が接着し、神経突起を伸長す
ることが明らかとなっていることから（3・4）、次にNH，基で修飾されたア
ルカンチオールを介して、NGF結合CNTを配置した帯状領域での神経
ネットワーク形成を試みた。Fig．3－11に示すように、　NH2基で修飾さ
れたアルカンチオールにNGFを結合して、その上で神経細胞を培養し
た場合、神経細胞が金蒸着領域上に接着し、神経突起を様々な方向に
伸長した。一方、NGF結合CNTを配置した帯状領域上で神経細胞を培
養した場合の神経突起伸長の結果をFig．3－12に示す。神経細胞はNGF
結合CNTを結合した特定領域上に接着し、特定領域上で直線的に神経
突起を伸長することで神経ネットワークを形成した。
　これらの結果から、NH，基で修飾されたアルカンチオールを介して
NGF結合CNTを結合させることで作製した帯状領域上では細胞が接着
し、帯状領域に沿って神経突起が伸長し、神経ネットワークを形成で
きることが明らかとなった。
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第4節　考察
　金蒸着した帯状領域にアルカンチオールを介して、NGF結合CNTを
配列することで神経細胞の神経突起の伸長方向を制御できるかどうか
について検討した。幅50μmの溝を持つエアスリットを用いてカバー
ガラス上に金を蒸着したところ、高密度で金が蒸着され、粗さは最大
で5nmであり、平らな表面として蒸着されたことが明らかとなった。
金薄膜にアルカンチオールを介してNGF結合CNTを結合した帯状領域
の幅は50μmであり、スリット幅と同じ幅に蒸着されていることが分
かった。SEMを用いて、特定領域上のCNTの形状を観察したところ、
NGF結合CNTは凝集して帯状領域上に結合していることが明らかとな
った。
　神経細胞培養液にNGFを添加し、ラミニンコーティングしたカバー
ガラス上で培養した場合、神経突起は様々な方向へ伸長した。一方、
NGF結合CNTを添加した場合では、神経細胞をNGF結合CNTの方向に
神経突起を伸長し、ネットワークを形成した。この結果から、神経細
胞をNGF結合CNTを結合した帯状領域に配置しておくことで、特定領
域内でネットワークを形成できるのではないかと推測される。COOH基
で修飾されたアルカンチオールにNGF結合CNTを結合した基板上で神
経細胞を培養した場合、神経細胞は帯状領域上に接着せず、領域の淵
に沿って接着し、神経突起を伸長した。これは神経細胞がCOOH基の基
板には接着しないためである。NGFを結合した場合では、特定領域上
およびカバーガラス上の様々な方向に神経突起を伸長した。
　NH2基で修飾されたアルカンチオールで作製した帯状領域上には、神
経細胞が多数接着した。NGFを結合した場合には神経細胞は神経突起
を様々な方向に伸長したのに対し、NGF結合CNTを結合した場合では
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特定領域上で直線的に神経突起を伸長することができた。
　これらの結果から、神経細胞との親和性が高いNH2基で修飾された
アルカンチオールで基板を作製することで細胞を接着させることがで
き、NGF結合CNTを特定領域に配置したことで、神経突起の伸長方向
を制御できた。神経細胞培養基板にCNTを適用する際に、NGF結合CNT
を用いることで、神経突起の伸長方向を制御することが可能となり、
神経細胞培養における有効な培養基板になると考えられる。
第5節　結言
　神経細胞をラミニンでコーティングした基板上で培養すると、神経
細胞は神経突起を様々な方向に伸長させるが、NGF結合CNTをNH2基で
修飾されたアルカンチオールを介して金蒸着領域に結合させた帯状領
域上で神経細胞を培養することで、帯状領域上で直線的に神経突起を
伸長させることを可能にした。これらの結果により、NGF結合CNTを、
損傷した神経ネットワークの修復や神経細胞の神経ネットワークを特
定方向に形成できる培養基板として利用できると考えられる。
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Fig．3－1　Arrangement　ofNGF－coated　CNTs　on　a　gold　vapor
deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
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Fig．3－5　SEM　image　ofNGF－coated　CNT　substrate
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with　amino　group－modified　alkanethiol
Allows　indicate　NGF－coated　CNTs
　　　　99
100μm
Fig．3－7　Neuronal　network　formation　on　a　laminin－coated
cover　slip　by　soluble　NGF　addition
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Fig．3－8　Neuronal　network　fbrmation　on　a　laminin－coated
cover　slip　by　NGF－coated　CNT　addition
100
50μm
Fig．3－9　Neuronal　netWork　formation　on　NGF－arranged　gold　vapor
deposition　region　with　carboxyl　group－modified　alkanethiol
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Fig．3－10　Neuronal　network　formation　on　NGF－coated　CNT－
arranged　gold　vapor　deposition　region　with　carboxyl　group－
modified　alkanethiol
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Fig．3－1　1　Neuronal　network　formation　on　NGF－arranged　gold
vapor　deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
50μm
Fig．3－12　Neuronal　network　formation　on　NGF－coated　CNT－arranged
gold　vapor　deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
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終章　総括と今後の課題
総括
　本研究では、電気伝導性や化学的に安定という独特な性質を有する
CNTを生命科学分野に適用できるかどうかについて検討するために、
神経細胞を用いて行った。
　第1章では、神経細胞培養液にNGFとともにCNTを添加することで、
神経細胞の神経線維伸長に対するCNTの影響について検討した。低濃
度のCNTを添加した場合、　CNTを添加しない場合と比較して、神経突
起を伸長した細胞数が増加した。また、神経細胞の分化に関わるシグ
ナル伝達経路のERKまたは、細胞生存に関わるシグナル伝達経路のAkt
のリン酸化へのCNTの影響を検討したところ、神経突起を伸長した細
胞数が増加したCNT濃度0．85μg／mlのときでは全ERK量に対するリ
ン酸化ERK量の割合がCNTを添加しない場合と比較して高くなった。
一方、リン酸化Akt量はCNTの添加に関わらず、ほぼ一定であった。
高濃度のCNTが細胞毒性を示すという報告がある中で、　CNTは低濃度
の範囲でERKのリン酸化を促進し、神経細胞の神経突起伸長を促進す
るという新しい知見が得られたことから、CNTを神経細胞の損傷の修
復や細胞培養基板材料などに利用出来る可能性を見出し、本研究の意
義は非常に大きいと考えられる。
　第2章では、NH。基修飾CNTに架橋剤を用いてNGFやBDNFを結合さ
せ、神経細胞培養液に添加することで、神経栄養因子結合CNTが神経
細胞の分化を誘導し、神経突起を伸長させることができるかどうかに
ついて検討した結果、神経栄養因子結合CNTが、可溶性NGFや可溶性
BDNFを添加した場合と同様な生物活性を有していることが明らかとな
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った。さらに、NGF結合CNTにはNGFの生物活性を有するだけでなく、
CNTによる神経突起の伸長を促進する効果を同時に有することが明ら
かになった。また、NGF結合CNTまたはNH2基修飾CNTの細胞内局在を
観察したところ、どちらも細胞内に取り込まれたが、NGF結合CNTは
細胞質だけでなく、細胞核に存在が観察された。このように、NGF結
合CNTが細胞内に取り込まれて生物活性を発揮していると考えられる
ことから、NGF結合CNTをドラッグデリバリーの担体などとして利用
可能であることを見出した。
　第3章では、帯状に金を蒸着した領域にアルカンチオールを介して、
NGF結合CNTを配置し、その上で神経細胞を培養することで神経ネッ
トワークの形成が可能かどうかを検討した。ラミニンコーティングし
た基板上で神経細胞を培養すると、神経細胞は神経突起を様々な方向
に伸長するが、NGF結合CNTを配置した帯状領域上では直線的に神経
突起を伸長させることで神経ネットワークを形成させることを可能に
した。これらの結果は、損傷した神経ネットワークの修復や神経細胞
培養基板材料などとして、NGF結合CNTを利用できる可能性を示した。
　まとめると、本研究では特徴的なナノ材料であるCNTを生命科学分
野に適用するために、CNTの神経細胞に及ぼす影響を検討し、低濃度
のCNTが神経細胞を刺激し、リン酸化ERK量を増加させることで、神
経細胞の神経突起伸長を促進する効果を有するという新しい知見を得
ることができた。また、神経栄養因子結合CNTが生物活性を維持して
いることを見出した。さらに、NH2基修飾CNTおよびNGF結合CNTは細
胞内に取り込まれ、NGF結合CNTは細胞核に取り込まれることが明ら
かとなった。これより、CNTをドラッグデリバリーの担体や遺伝子の
細胞への導入材料などとして利用できるのではないかと考えられる。
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また、CNTを帯状に配置した特定領域上で神経細胞を培養することで、
神経突起を直線的に伸長させ、神経ネットワークを形成させることが
可能になったことから、損傷した神経ネットワークの再生や神経細胞
の培養基板材料などとして、CNTを利用できる可能性を見出した。
今後の課題
　これまで、TrkA、　ERK、　PI3－K、　Aktの各阻害剤を用いて、　NH2基修飾
CNTがどのシグナル伝達経路を刺激するかを調べたところ、CNTは生存
に関わるPI3－K／Aktシグナル伝達経路のAktのリン酸化を促進しない
が、分化に関わるTrkA／ERKのシグナル伝達経路のERKのリン酸化を促
進することを見出した。しかし、NH2基修飾CNTがERKのリン酸化を促
進する機構iは不明である。今後の課題として、NH2基修飾CNTがどのよ
うにERKのリン酸化を促進しているかを解明する必要がある。　ERKの
上流に存在する伝達因子の阻害剤で神経細胞を処理し、NH2基修飾CNT
がERKの上流の伝達因子の活性化に関係しているかどうかを様々な抗
体（p－MEK、　p－Rafなど）を用いて検討する。
　NH2基修飾CNT及びNGF結合CNTが細胞内に取り込まれることがわか
った。細胞が細胞外の物質を取り込む機構はエンドサイトーシスによ
る取り込みなどが知られているが、CNTが細胞に取り込まれる機構は
まだ不明である。そこで、CNTが細胞に取り込まれる機構を解明する
ため、CNTに蛍光色素であるFITCを結合し、神経細胞の取り込みを時
間経過観察（インキュベータ蛍光顕微鏡を使用）することで、時間経過
によるCNTの細胞内蓄積を観察する。また、全反射顕微鏡を用いて、
細胞表面でのCNTの取り込み機構を観察する。
　CNTを添加した場合、神経細胞の生理現象にどのような影響がある
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かを調べるため、神経細胞の活動電位の変化を電気生理実験装置を用
いて調べる。また、神経分化に関わるカルシウムイオン流入量をIn
Cell　Analyzer　1000を用いて定量する。このように、神経細胞とCNT
との相互作用を検討することで、神経細胞の新たな生理機能の解明に
つながると考えられる。
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　　学生命科学部・理工学部生体医工学科研究者交流会，　群馬，　2010
　　年7月10日
5）松本光太郎，佐藤千恵，Whitby　Raymond，清水範夫：カーボンナノ
　　　チューブが神経細胞に及ぼす影響について，日本農芸化学会2010
　　　年度大会講演要旨集，p．234，東京大学，2010年3月29日
6）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　Shimizu：　Carbon　nanotubes　stimulate　neurite　outgrowths　of
　　neurons　and　enhance　activation　of　ERK　signaling　pathway、　7th
　　　International　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，　p．50，
　　Tokyo，　Japan，　November　20－21，　（2009）．
7）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　Shimizu：　Carbon　nanotubes　stimulate　neurite　outgrowths　of
　　neurons　by　activation　of　MAPK／ERK　signal　transduction．　14「h
　　European　Congress　on　Biotechnology，　P．27－28，　Barcelona，　Spain，
　　September　13－16，　（2009）．
8）松本光太郎，清水範夫：カーボンナノチューブと神経細胞との相互
　　　作用による神経線維伸長促進効果，東洋大学　生命科学部・理工学
　　部　生体医工学科　研究者交流会，川越，2009年7月25日
9）松本光太郎，佐藤千恵，仲祐貴江，Whitby　Raymond，清水範夫：神
　　経細胞培養におけるカーボンナノチューブの影響，日本農芸化学
　　会2008年度大会講演要旨集，p．218，名城大学，2009年3月28日
10）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　Shimizu：　Localization　of　carbon　nanotubes　in　a　DRG　neuron．　6「h
　　　International　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，　p．54，
108
　　Tokyo，　Japan，　November　7，　（2008）．
11）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　　Shimizu：　Effect　of　carbon　nanotubes　on　DRG　neuron　culture．
　　　236th　ACS　National　Meeting，　P．146，　Marriott，　Philadelphia，　PA，
　　　USA，　August　20，　（2008）．
12）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　　Shimizu：Effect　of　carbon　nanotubes　on　DRG　neuron　culture．　5th
　　　　International　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，
　　　P．77，　Prince　Hotel　Kawagoe，　Saitama，　Japan，　December　4－5，
　　　　（2007）．
11）　Kotaro　Matsumoto，　Chie　Sato，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　　Shilnizu：　　　Neurite　　　outgrowths　　　of　　　neurons　　　using
　　　neurotrophin－coated　　carbon　　nanotubes．　　4「h　　International
　　　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，　P．63，　Ginowan，
　　　Okinawa，　Japan，　November　7－8，　（2006）．
その他の学会発表
1）　Kyoko　Igarashi，　Kotaro　Matsumoto，　Ayako　Kitazawa，　and　Norio
　　　Shimizu：　Effect　of　scaffolds　coated　by　proteins　and　graphite
　　　on　differentiation　of　mouse　embryonic　stem　cells　into　neurons
　　　and　muscle　cells．　8th　International　Symposium　on　Bioscience　and
　　　Nanotechnology，　P．85，　Tokyo，　Japan，　December　17－18，　（2010）．
2）　Satoshi　Inaba，　Kotaro　Matsumoto，　and　Norio　Shimizu：Substrates
　　　containing　carbon　nanotubes　and　graphite　promote　neuronal
　　　differentiation　in　PC12h　cells．　8th　International　Symposium　on
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　　Bioscience　and　Nanotechnology，　P．86，　Tokyo，　Japan，　December
　　17－18，　（2010）．
3）　Ryota　Kagamiishi，　Kotaro　Matsumoto，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and
　Norio　Shimizu：　Neurotrophin－coated　carbon　nanotubes　promote
　neurite　outgrowths　of　neurons　and　regulate　neuronal　networks．
　8th　International　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，
　p．87，　Tokyo，　Japan，　December　17－18，　（2010）．
4）　Kazunori　Miura，　Kotaro　Matsumoto，　Yurina　Hara，　Ayako　Kitazawa，
　　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio　Shimizu：　Differentiation　of
　　neurons　from　mouse　embryonic　stem　cells　by　carbon　nanotubes．
　　8th　International　Symposium　on　Bioscience　and　Nanotechnology，
　　p．88，　Tokyo，　Japan，　December　17－18，　（2010）．
5）清水範夫，稲葉智史，松本光太郎：ナノ材料含有基板によるPC12h
　　細胞の分化に与える影響，生命科学シンポジウム＆東洋大学アカ
　　デミック・シーズ展，群馬，2010年11月26日
6）清水範夫，松本光太郎，鏡石良太，植木花梨，Raymond　L．　D．
　　Whitby：カーボンナノチューブによる神経線維伸長促進と伸長方向
　　制御，生命科学シンポジウム＆東洋大学アカデミック・シーズ展，
　　群馬，2010年11月26日
7）清水範夫，五十嵐恭子，松本光太郎，北澤彩子：培養基板がマウス
　　胚性幹細胞の分化に及ぼす影響，生命科学シンポジウム＆東洋大
　　学アカデミック・シーズ展，群馬，2010年11月26日
8）清水範夫，三浦和典，松本光太郎，原優里菜，北澤彩子，Raymond
　　L．D．　Whitby：ナノ材料によるES細胞の神経細胞への分化誘導，生
　　命科学シンポジウム＆東洋大学アカデミック・シーズ展，群馬，
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　2010年11月26日
9）三浦和典，松本光太郎，原優里奈，北澤彩子，Whitby　Raymond，清
　水範夫：カーボンナノチューブの添加によるマウス胚性幹細胞の神
　経細胞への分化，第62回日本生物工学会講演要旨集，p．132，フェ
　ニックス・シーガイアリゾート，宮崎，2010年10E27日～29日
10）五十嵐恭子松本光太郎，北澤彩子，清水範夫：マウス胚性幹細胞
　　の分化に及ぼす培養基板の影響，第62回日本生物工学会講演要
　　旨集，p．132，フェニックス・シーガイアリゾート，宮崎，2010
　　年10．月27日～29日
11）三浦和典，　松本光太郎，　北澤彩子，　Whitby　Raymond，清水範
　　夫：ナノ物質の添加によるマウス胚性幹細胞の神経細胞への分化，
　　東洋大学神経発生研究会，　神経発生研究の現在と未来，　群馬，
　　2010年10．月1日
12）稲葉智史，　松本光太郎，　清水範夫：グラファイトおよびカーボ
　　ンナノチューブ含有基板がPC12h細胞の神経分化に及ぼす影響，
　　東洋大学生命科学部・理工学部生体医工学科研究者交流会，　群馬，
　　2010年7月10日
13）五十嵐恭子，　北澤彩子，　松本光太郎，　清水範夫1マウス胚性幹
　　細胞の分化に及ぼす培養基板の影響，　東洋大学生命科学部・理工
　　学部生体医工学科研究者交流会，　群馬，　2010年7月10日
14）　Chie　Sato，　Kotaro　Matsumoto，　Raymond　L．　D．　Whitby，　and　Norio
　　Shimizu：　Stimulation　of　Neurite　Outgrowths　of　Neurons　by
　　Carbon　Nanotubes．　4th　International　Symposium　on　Bioscience
　　and　Nanotechnology，　P．60，　Ginowan，　Okinawa，　Japan，　November
　　7－8，　（2006）．
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